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Resumen
Introducción: El iodo juega un importante papel en la bioquímica y fisiología
tiroidea. Si bien la TSH es el principal regulador de la función y crecimiento de
la glándula tiroides, el contenido intratiroideo de iodo es un importante
regulador de estos parámetros. El exceso de iodo revierte la acción ejercida por
la TSH tanto in vivo como in vitro. A medida que el aporte de iodo aumenta, se
incrementa la biosíntesis de las hormonas tiroideas. Sin embargo, cuando la
concentración de iodo supera un cierto límite, se pierde la proporcionalidad
entre ambos parámetros y se inhibe progresivamente la biosíntesis hormonal
(efecto Wolff-Chaikoff). El bloqueo provocado por el iodo es temporal. Se ha
demostrado que para que el iodo ejerza su acción autorregulatoria debe ser
incorporado a moléculas orgánicas (Elemento XI). Se han postulado como
intermediarios, lípidos iodados. Uno de ellos es el 2-iodo-hexadecanal (2-
IHDA).
Objetivo: Estudiar los parámetros tiroideos regulados por el 2-IHDA tales como
proliferación celular, función tiroidea y la expresión de genes específicos
tiroideos y determinar la potencial función de la familia de receptores nucleares
PPAR (Peroxisome Proliferative Activated Receptor) en el mecanismo de
acción del 2-IHDA.
Materiales y Métodos: Células FRTL-5 fueron cultivadas y tratadas durante 24
y/o 48 h con dosis crecientes de KI, 2-IHDA. Se estudiaron distintos parámetros
fisiológicos como viabilidad celular, captación y eflujo de 125I, captación de
3HDOG, niveles de Ca++ libre intracelular, producción de H2O2. Todos estos
procesos fisiológicos de la célula tiroidea fueron analizados en asociación a las
proteínas involucradas NIS, PDS, DUOX1, DUOX2, TPO y Tg, a nivel proteico
(Western Blot), de RNAm (qRT-PCR) y actividad transcripcional de sus
promotores. Así mismo se analizaron los factores de transcripción canónicos
como PAX8, NKX2-1 y FOXE1 y su grado de asociación al DNA de los sitios
definidos en las regiones promotoras a través de inmunoprecipitación de
cromatina (ChIP).
Estudios desarrollados con plásmidos que expresan proteínas quiméricas
permitieron determinar la activación específica de los subtipos de PPAR.
Mediante análisis informático se definieron sitios putativos de interacción con el
ADN en las regiones promotoras de los genes Nis, Tpo, Tg, Pax-8, Nkx2-1 y
Foxe1, a través de ChIP se definió cual de los sitios putativos poseía actividad
verdadera.
También se realizaron ensayos durante 24 h aplicando agonistas y siRNAs
para PPAR alfa y PPAR gamma.
Resultados: El iodolípido generó una disminución de la captación de iodo, un
aumento del eflujo del halógeno, inhibición de la captación de desoxiglucosa,
efecto dual sobre la producción de peroxido de hidrógeno e inhibición de la
proliferación. Bajo efecto del 2-IHDA se observó disminución de los niveles
proteicos de NIS, TPO, Tg, PAX8 y FOXE1, aumento de NKX2-1 y efecto dual
sobre DUOX2. Mismos resultados fueron observados por qRT-PCR y por
medio de transfecciones transientes. Mediante ChIP se determinó que el 2-
IHDA promueve una disminución de la interacción de PAX8 sobre las regiones
promotoras de Nis, Tg y Tpo y un aumento de NKX2-1 y FOXE1.
Mediante transfecciones transientes con construcciones quiméricas se observó
que el 2-IHDA promueve la activación de los subtipos alfa y gamma de los
PPARs. Mediante ChIP se observó un aumento de la interacción de estos
subtipos en los sitios putativos definidos in silico mediante la aplicación
PROMO 3.0.
La utilización de agonistas específicos para cada uno de los subtipos además
permitió diferenciar la acción específica que desarrolla el iodolípido a través de
ellos. Es así que se observó que el 2-IHDA a través de la activación del PPAR
alfa promueve una inhibición de Nis y Foxe1. El subtipo gamma desarrolla la
inhibición de Pax8 y Tg.
Conclusión: Los resultados obtenidos demuestran que el 2-IHDA sería el
principal compuesto en la identidad del Elemento XI, y el mismo actúa en parte
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Introducción 1
Introducción
La glándula tiroides (griego: thyre-eides, en español: parecido a escudo) es
una glándula endocrina identificada por el anatomista Thomas Wharton en 1656 y
descrita en su texto Adenographia. En el humano está situada debajo de la glotis
junto al cartílago tiroides sobre la tráquea y está formada por dos lóbulos en forma
de mariposa, unidos por un istmo, a ambos lados de la tráquea (Figura 1). Su
función primordial es la síntesis de hormonas tiroideas (HT), que son sintetizadas y
almacenadas por el folículo tiroideo, a través de las cuales actúa como un regulador
importante del metabolismo, el crecimiento y la morfogénesis. Por otra parte las
células C sintetizan calcitonina la cual es la responsable de regular la concentración
sérica de calcio y la fijación de dicho elemento a los huesos (Wolfe et al., 1974).
Las funciones de las células foliculares tiroideas varían de acuerdo a los
períodos de la vida; juega un importante papel en el desarrollo embrionario, en el
crecimiento y la maduración durante la infancia y la regulación del metabolismo en el
organismo del adulto. Estas acciones se llevan a cabo mediante la producción de las
HT, la tetraiodotironina o tiroxina (T4) y la triiodotironina (T3) que son derivados
iodados del aminoácido tirosina.
Filogenia
A lo largo de la evolución se ha desarrollado y mantenido la capacidad para
captar iodo e incorporarlo a proteínas. Esta característica ha sido observada
ampliamente tanto en el reino vegetal como animal. Las algas pardas poseen una
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capacidad de acumular iodo 106 veces mayor a otras algas (Dumont et al., 2008),
por ejemplo en Laminaria digitata hasta el 5% de su peso seco corresponde al
contenido de iodo.
Figura 1: descripción de la glándula tiroides.
Dentro del reino animal se ha observado la captación de iodo y síntesis de HT
tanto en vertebrados como invertebrados. En 1986 Drechsel determinó que los
corales y las esponjas poseen importantes cantidades de iodo como iodotirosinas.
Se ha hipotetizado que a lo largo de la evolución, los organismos obtenían
iodotirosinas y iodotironinas de su entorno pero que a lo largo del tiempo
desarrollaron la capacidad de producir las HT a través del desarrollo de órganos. Las
evidencias se hacen presentes en los protocordados como ascidias y amphioxus
que poseen un órgano llamado endostilo capaz de producir HT y que es conservado
hasta en vertebrados primitivos como la Lamprey larvae. Los vertebrados más
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primitivos que poseen una glándula tiroidea compuesta por folículos son los peces
sin mandíbula (agnatos).
La importancia de la obtención y producción de HT en el reino animal radica
en que son esenciales para controlar el metabolismo, el consumo de oxígeno,
regular la termogénesis, acumular lípidos de reserva como el colesterol y regular la
metamorfosis en aquellos animales que la poseen (Eagleson & McKeown, 1978;
Grau et al., 1981; Hulbert, 2000; Plisetskaya et al., 1983; Yen, 2001).
La importancia de esta glándula en el humano se pone de manifiesto cuando
existe una alteración en su funcionamiento debido a que se puede generar retraso
en el crecimiento, desarrollo y capacidad cognitiva. En adultos una deficiencia de HT
promueve una baja de la tasa metabólica, el consumo de oxígeno, el metabolismo
de proteínas, carbohidratos, vitaminas y lípidos.
Ontogenia
La glándula tiroides se desarrolla en el embrión entre la semana 3 y 5 del
embarazo y aparece como una proliferación del epitelio proveniente del endodermo
sobre el piso faríngeo en la base de la lengua. Este divertículo se vuelve bilobular y
desciende después de la cuarta semana de gestación adherido a la faringe por
medio del conducto tirogloso. En el transcurso de las semanas siguientes, continúa
migrando hasta la base del cuello, siempre conectado a la lengua por el conducto
tirogloso, hasta la séptima semana cuando llega a su ubicación anatómica entre el
tercer y sexto anillo traqueal. Los folículos de la tiroides comienzan a desarrollarse a
partir de células epiteliales y logran captar iodo y producir coloide aproximadamente
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a la semana 11 y producen T4 aproximadamente en la 18ª semana (Dumont et al.,
2008).
Folículo tiroideo
La unidad anátomo-funcional de la glándula tiroides es el folículo tiroideo, el
cual está compuesto por una monocapa de células foliculares que segregan y
almacenan en el coloide (lumen del folículo) una glicoproteína iodada: la tiroglobulina
(Tg).
El folículo tiroideo ocupa el 70% de la glándula, 20 % está ocupado por las
células endoteliales de los vasos y el restante 10% corresponde a fibroblastos.
Entre los folículos se encuentra el tejido intersticial donde transcurren vasos y
nervios. La membrana basal de las células foliculares se encuentra en contacto con
los capilares sanguíneos, mientras que la membrana apical está en contacto con el
lumen folicular (Figura 2). Las células foliculares poseen forma cuboide, pero pueden
achatarse si la célula está en reposo, y bajo la acción de la tirotrofina (TSH) crecen
adquiriendo forma columnar (Santisteban et al., 2005). Se encuentran también
células C, que secretan calcitonina tal lo comentado.
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Irrigación sanguínea
La irrigación sanguínea en la tiroides se ha estimado en aproximadamente 5
ml/g de tiroides por minuto. Esta abundante irrigación se promueve a través de las
cuatro arterias mayores de la tiroides, el par superior de la carótida externa y el par
inferior que se desprenden del tronco tirocervical de la subclavia (Figura 3). Entre
estos vasos se produce una libre anastomosis que favorece aun más la irrigación.
En adición a estas cuatro arterias, suelen desprenderse arteriolas de menor calibre
desde el esófago y laringe hacia la cara dorsal de la glándula.












Las venas emergen desde el interior de la glándula formando un plexo de
vesículas debajo de la capsula. Estas derivan luego en la yugular interna, la
braquiocefálica y ocasionalmente en la vena anterior yugular.
Figura 3: descripción de las arterias que irrigan la tiroides
Inervación
La glándula tiroidea es inervada por fibras nerviosas tanto del sistema
simpático como parasimpático del sistema nervioso autónomo. Las fibras simpáticas
ingresan a la tiroides desde el ganglio cervical a lo largo de las venas mientras que
las fibras parasimpáticas lo hacen desde el nervio vago y el nervio laríngeo. Se ha
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determinado que los neurotransmisores tienen efecto directo sobre las células
foliculares, pero su importancia varia de una especie a la otra. (Dumont et al., 2008).
Metabolismo tiroideo
Las células tiroideas necesitan energía para realizar diferentes actividades
como síntesis de nucleótidos, proteínas, ácidos nucleicos, lípidos y funciones de
transporte de sustancias, entre otras. La energía requerida por la célula es generada
en un 85 % por las mitocondrias y en menor medida por la glucólisis aeróbica que se
da en el citosol (Yaoita et al., 1990).
Es sabido que la principal fuente de recursos utilizados por las células
tiroideas para llevar adelante la síntesis de ATP son los ácidos grasos libres.
También se ha determinado que la vía de la glucólisis del ATP es la principal fuente
de energía para realizar las funciones asociadas a la membrana plasmática. Es así
que la inhibición de la glucólisis promueve una pronunciada disminución de la
endocitosis del coloide (Buchholz et al., 2006).
Fue probado por Buchholz et al. (2006) que inhibidores de la mitocondria
pueden abolir el efecto de la TSH sobre la respiración celular. En cambio la vía de la
Adenosina Monofosfato cíclico (AMPc) no posee influencia directa sobre la
respiración mitocondrial.
Otro recurso utilizado por la tiroides son los carbohidratos donde el 70 % de la
captación de glucosa es transformada en lactato y un 5 % es catabolizada a través
de la vía Embden-Meyerhoff y el ciclo de Krebs (Shi et al., 2002). Un 6% de los
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carbonos de la glucosa son incorporados a proteínas y un 1% a lípidos y glucógeno.
Alrededor del 10% restante es oxidado a través de la vía de la Hexosa Monofosfato
(HMP) (Helbing et al., 2003; Das et al., 2006;  Buchholz et al., 2006).
A través de la vía del HMP se genera NADPH y pentosas que son utilizadas
en la producción de H2O2, el cual es requisito necesario para la oxidación y
organificación del iodo en la síntesis de HT.
La TSH promueve un aumento selectivo de la vía del HMP probablemente a
través de la vía del AMPc. Este nucleótido reproduce los mismos efectos de
incremento de captación de glucosa y aumento de la producción de NADPH. Por el
contrario, la TSH genera una disminución de la incorporación de los átomos de
carbono de la glucosa en las proteínas y en los lípidos (Shi et al., 2002).
Metabolismo del Iodo
El iodo que ingerimos junto con los alimentos lo absorbemos en forma de
ioduro a través del intestino en cantidades que oscilan entre los 100 y 300 mg/día.
La glándula tiroidea tiene la capacidad de concentrar iodo y lo hace en una relación
20-40 veces mayor que el iodo circulante en plasma. El iodo es captado por la
glándula en contra de un gradiente electroquímico (O`Neill et al., 1987), para ello
utiliza una proteína cotransportadora de Na+/I- llamada NIS -Natrium Iodide
Symporter (Weiss et al., 1984).
En 1984 Weiss y sus colaboradores demostraron que la TSH a través de la
vía del AMPc tiene la capacidad de aumentar la captación de iodo y que ese efecto
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puede inhibirse con drogas como el perclorato (ClO4-) y el tiocianato (SCN-) (Weiss
et al., 1984).
El transporte del iodo desde el citosol hacia el lumen del folículo tiroideo se
realiza a favor de un gradiente electroquímico. Existe evidencia de dos potenciales
proteínas de membranas que permitirían el paso del halógeno hacia el lumen, la
pendrina (PDS) (Royaux et al., 2000 y Yoshida et al., 2002) y el transportador apical
de iodo (AIT) (Rodríguez et al., 2002). Cuando el halógeno arriba al lumen tiene
lugar la organificación del mismo y consiguiente biosíntesis hormonal (Figura 4).
Para ello, la glándula dispone de proteínas tales como la tiroglobulina (Tg), Dual
oxidasa – 1 (DUOX1/THOX1), Dual oxidasa -2 (DUOX2/THOX2) y la tiroperoxidasa
tiroidea (TPO).
La Tg es el sustrato principal para la formación de las HT, retiene el iodo al
estar organificado y actúa como reserva ante una escasez repentina en la ingesta.
La oxidación del ioduro intratiroideo, iodinación de los residuos de tirosina de
la Tg y el acoplamiento para formar las HT son reacciones catalizadas por la TPO
(Tuarog, 2000).  Esta enzima para llevar a cabo su reacción requiere de la estructura
dimérica y glicosilada de la Tg (Lamas et al., 1974) y de peroxido de hidrógeno
(H2O2) como segundo sustrato el cual es sintetizado por la DUOX1 y DUOX2
(Cahmann et al., 1977; Virion et al., 1985).
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Para la iodinación de la Tg existen tres hipotéticos mecanismos:
 Mecanismo de radicales libres: el ioduro y el grupo tirosilo se oxidan




, que se unen para formar MIT (Taurog, 2000).
 Hipoiodito como intermediario: se formaría como intermediario
hipoiodito que al reaccionar con H2O2 liberaría O2. En dicho caso la TPO
desarrollaría su acción catalasa liberando O2 (Taurog, 2000).
 Formación del ion iodinio I+ como intermediario: el mecanismo sería la
formación de I+ a partir de ioduro (Ohtaki et al., 1982).
Para la biosíntesis de hormonas tiroideas se sintetizan residuos mono-
iodados y di-iodados de tirosina (MIT y DIT respectivamente). Posteriormente se
produce el acoplamiento entre MIT y DIT o DIT y DIT para producir trioiodotirosina
(T3) y tetraiodotirosina (T4) respectivamente. La biosíntesis puede ser inhibida a nivel
de la organificación-acoplamiento de las iodotirosinas por el tratamiento de la
glándula con tiourea, tiouracilo, metiltiouracilo, propiltiouracilo (PTU) y
metilmercaptoimidazol (MMI) entre otros compuestos denominados anti-tiroideos o
bociógenos.
En la tiroides existen otros iodocompuestos  además de las HT. La albúmina o
tiroalbumina competiría, aunque pobremente, con la Tg por la halogenación. Así
mismo, ha sido descripta la existencia de lípidos iodados (Gartner et al., 1996;
Pereira et al., 1990, Pisarev & Gartner, 2000;  Paneels et al., 2009)
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Figura 4: descripción de la biosíntesis de hormonas tiroideas.
Endocitosis y proteólisis de Tg
La glándula tiroides se diferencia de otros tejidos endocrinos por su capacidad
de almacenamiento hormonal y la baja tasa de recambio, estimada en 1% diario.
Esta característica de la tiroides permite un suministro prolongado, estimado entre
50 a 60 días ante el cese de la síntesis de HT (Larsen et al., 2008).
Introducción 12
El primer paso en la liberación de las hormonas tiroideas es la endocitosis del
coloide, principalmente mediante micropinocitosis con formación de pequeñas
vesículas recubiertas en la membrana apical (Hatipoglu et al., 1999). Se ha
propuesto que este proceso podría involucrar endocitosis mediada por receptor
(Marino et al., 2000). Luego de ser internalizada, la Tg procedería a través de
diferentes vías, en relación a su contenido de hormonas y carbohidratos. La vía
principal sería llevada a adelante por la Tg con alto grado de maduración y gran
contenido hormonal. Esto implica la fusión de los endosomas conteniendo Tg con
lisosomas dando lugar a la formación de fagolisosomas, con subsecuente proteólisis
de la Tg para la liberación de las HT (Figura 4).
En un proceso mediado por receptores, como el receptor de
asialoglicoproteínas, las moléculas de Tg poco iodadas serían recicladas y
transportadas hacia la membrana apical (Dun et al., 2001; Marino et al., 2000).
La megalina es un receptor que posee la capacidad de interaccionar con la Tg
de bajo contenido hormonal y la transportaría por transcitosis hacia la membrana
basal. De esta manera, la liberaría a circulación, evitando que Tg poco iodada
compita en la vía de degradación lisosomal (Dun et al., 2001; Marino et al., 2000; Lisi
et al., 2005).
En los fagolisosomas tienen lugar las reacciones de proteólisis de la Tg que
producen HT libres y una total degradación de la estructura proteica. El proceso de
degradación de la Tg podría generarse en dos pasos consecutivos, incluyendo en
primer termino clivajes selectivos para liberar T4 y T3, y luego procediendo a la total
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degradación de la proteína (Arvan et al., 2005). Una vez liberadas T4 y T3, su paso a
traves del citosol y hacia el plasma es considerado como un mecanismo de difusión
simple ya que estas HT son propuestas como liposolubles.
Por el contrario, es sabido que estas hormonas poseen cargas en sus
extremos proximal y distal, por lo que es posible que transportadores de hormonas
tiroideas como MCT-8 y MCT-10 interaccionen con las HT en el pasaje a través de la
membrana basal (Visser et al., 2008).
La deshalogenasa de iodotironinas tipo 1 (D1) es una selenoproteína
localizada en la membrana basolateral de la célula folicular, capaz de producir la
desiodinación de T4 en la posición 5´ (Figura 4). Aproximadamente el 10% de la T4
es deshalogenada por la D1 logrando un incremento en la cantidad de T3 secretada
respecto a la producida por clivaje de la Tg (Bianco & Kim, 2006; Gereben et al.,
2008; Lauberg, 1984).
Deshalogenación de MIT y DIT
Solo el 1% del contenido de iodo total en la tiroides se corresponde al ioduro
intracelular a causa de su rápida organificación. Una parte del ioduro libre dentro del
tirocito proviene de la acción de la deshalogenasa de iodotirosinas (DEHAL-1) sobre
residuos de MIT o DIT clivados de la estructura de Tg.
DEHAL-1 se encuentra ubicada en la zona apical de la célula folicular y es
una flavoproteína de membrana de 33 kDa, compuesta por 289 aminoácidos. Esta
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enzima cataliza la deshalogenación de MIT y DIT dependiente de NADPH (Gnidehou
et al., 2004). Cuando se produce la proteólisis de la Tg los residuos MIT y DIT que
no fueron acoplados son liberados y posteriormente deshalogenados por DEHAL-1.
El ioduro liberado es reciclado mediante incorporación al pool de ioduro intratiroideo
y rápidamente reorganificado, aunque una mínima fracción retorna a circulación
(Moreno et al., 2008).
Producción periférica de triiodotironina
La tiroides secreta principalmente T4 que es considerada una prohormona al
tener menor actividad biológica que la T3. Alrededor de un tercio de la T4 secretada
por la tiroides es convertida a T3 por desiodinación del anillo externo de la T4. Este
proceso tiene lugar en muchos tejidos periféricos que poseen enzimas con actividad
5’ desiodasa de iodotironinas, siendo los de mayor actividad por unidad de tejido el
hígado y el riñón (Gereben et al., 2008).
Tres diferentes selenoenzimas con capacidad de deshalogenar iodotironinas
han sido identificadas y denominadas deshalogenasas de iodotironinas tipo 1 (D1) -
comentada anteriormente-, tipo 2 (D2) y tipo 3 (D3) (Gereben et al., 2008). La
biodisponibilidad de las HT está dada por diferentes factores, entre ellos la secreción
tiroidea de T4 y T3, la activación de la prohormona T4 por D1 o D2 y la inactivación
de T4 o T3 mediada por D3. Las HT modulan positivamente la actividad de D1 y D3,
y de forma negativa sobre la D2. Por consiguiente, el aporte relativo de D1 y D2 a la
generación periférica de T3 oscila en relación del estado fisiológico permitiendo la
homeostasis del organismo (St Germain et al., 2009).
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Acción de las hormonas tiroideas
La T4 y la T3 son transportadas en sangre, casi en su totalidad, por proteínas
transportadoras como la albúmina o la proteína ligante de tiroxina (TBG). Solo las
hormonas libres poseen efecto biológico y la capacidad de difundir a través de la
membrana citoplasmática. Una vez dentro de la célula se unen a diferentes
receptores nucleares y modulan la transcripción de distintos genes blanco.
También se conocen efectos no genómicos de las HT, que difieren de los
genómicos en que son respuestas rápidas y no se ven afectadas por inhibidores de
la transcripción. Entre los efectos no genómicos está la regulación del transporte de
Na+, K+, Ca2+ y glucosa, la activación de la PKC, PKA y ERK/MAPK. Por otra parte
las HT también participan regulando la función mitocondrial (Yen, 2001).
Las HT tienen efecto en casi todos los órganos y tejidos donde regulan
numerosos procesos metabólicos tales como: consumo de oxígeno, termogénesis,
balance mineral, síntesis y degradación de proteínas, hidratos de carbono y lípidos.
Además, las HT son de vital importancia para la maduración ósea debido a que
actúan sobre el cartílago de crecimiento y regulan la transcripción de la hormona de
crecimiento.
Regulación de la función tiroidea
La disponibilidad de niveles suficientes de HT es importante para el normal
desarrollo y la homeostasis metabólica del organismo jugando un papel importante
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en la estabilidad de los niveles de T3 y T4, el almacenamiento hormonal en el coloide
folicular y la gran versatilidad en la adecuación de la síntesis y secreción hormonal
por la célula tiroidea (Larsen et al., 2008).
El proceso de regulación es modulado por un mecanismo de
retroalimentación negativa del eje hipotálamo-hipófiso-tiroideo. Por otra parte, dentro
de la propia célula folicular tiroidea tienen lugar mecanismos de autorregulación que
permiten  mantener constante la producción de hormonas (Larsen, et al. 2008).
Acción de la Tirotrofina (TSH)
La TSH es una hormona glicoproteica de origen hiposfisiario y es la principal
reguladora de la función tiroidea. La regulación de la síntesis y secreción de la TSH
está regulada positivamente por la proteína TRH (proteína liberadora de TSH) y
negativamente por las HT. Una vez en el torrente sanguíneo la TSH difunde hasta la
tiroides donde interacciona con su receptor (rTSH) ubicado en la membrana basal
del tirocito y promueve la activación de distintas vías dependiendo de la especie
(Figura 5), principalmente la vía del AMPc y en menor medida la del inositol trifosfato
(IP3) y diacilglicerol (DAG) (Laurent et al., 1987; Van Sande et al., 1990). La
actividad coordinada de estas vías de señalización promueve el correcto
funcionamiento de las principales funciones diferenciadas de la glándula (Tabla 1).
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Tabla 1: vías de señalización que promueven las principales funciones diferenciadas de la glándula
tiroides.
Figura 5: vías de acción de la TSH sobre su receptor en tiroides de distintas especies como humano,
oveja, cerdo, bovino, caballo, perro, rata y ratón. Adaptado de Song et al., 2010.
Captación de iodo y síntesis de proteínas específicas tiroideas
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En la membrana basal del tirocito, existen otros receptores de hormonas y
factores de crecimiento que poseen actividad tirosina-quinasa y predominantemente
tienen efecto sobre la proliferación celular (Figura 6). Algunos de los que se conocen
hasta el momento son: el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFr), el
receptor del factor de crecimiento tumoral β (TGF-βr), el receptor del factor de
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Figura 6: representación de la activación por TSH de la vía Gq-PLC-Ca2+-PKC y de la vía Gs-AMPc-
PKA.
Control de la expresión génica en la tiroides
Entre los genes tiroideos específicos encontramos proteínas únicamente
expresadas en tiroides como la Tg y la TPO; otras proteínas tales como NIS,
DUOX1, DUOX2, Pendrina (PDS) y el rTSH son expresadas también en otros
Introducción 19
tejidos. La expresión de estos genes se encuentra regulada en parte por un grupo de
factores de transcripción que si bien se expresan en otras partes del organismo, solo
lo hacen en conjunto dentro de la glándula tiroides. Ellos son el Nkx2-1 (Factor
tiroideo de transcripción 1, también llamado TTF1 o TITF1); FOXE 1 (Factor tiroideo
de transcripción 2, también llamado TTF-2) y PAX8 (Paired box 8). Dichos factores
de transcripción se unen a distintos sitios del DNA, tanto en regiones promotoras
proximales como distales.
Aspectos estructurales y funcionales de NIS
NIS es una glicoproteína altamente hidrofóbica de 643 aminoácidos con 13
pasos transmembrana y un peso molecular de 108 kDa. El transporte de ioduro es
un proceso activo dependiente del gradiente de sodio generado por la bomba
Na+/K+-ATPasa, e involucra el movimiento conjunto de dos cationes sodio y un anión
ioduro hacia el interior celular (Dohan et al., 2003; Dohan et al., 2007).
Figura 7: representación de la proteína del simportador de Na+I- . Adaptado de Dohan et al., 2007.
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La comprensión del mecanismo de regulación utilizado por la TSH a nivel
transcripcional fue determinado a partir de la caracterización de la región promotora
del gen Nis.
La descripción de la región promotora proximal del gen de rata (-420 a +1,
respecto al inicio de la transcripción), demostró un escaso efecto de la TSH sobre un
sitio consenso para NKX2-1 (-245 a -230) y un factor no identificado de respuesta a
TSH denominado TRE (del inglés, TSH-Reponsive Element) (-420 a -385) (Kogai et
al., 2006) (Figura 8).
Luego se determinó que la regulación específica de Nis en tiroides de rata es
dependiente de una región potenciadora presente en su región promotora conocida
como Nue (Nis upstream enhancer), que posee sitios de unión para los factores de
transcripción PAX8, NKX2-1 y una región relacionada al sitio consenso de respuesta
a AMPc (- 2.495 a -2.264, respecto al inicio de la transcripción) (Figura 8). Esta
región amplificadora permitió demostrar la capacidad de responder al estímulo de
AMPc de forma dependiente e independiente de PKA.
La transcripción de los genes Tg y TPO, si bien responden al estímulo de
AMPc, no poseen regiones CRE (Cyclic AMP Response Elemente) características
en su región promotora.
La caracterización de Nue permitió establecer una relación entre la expresión
de NIS dependiente de TSH y la regulación ejercida por factores de transcripción
específicos de tiroides. Nue contiene sitios de unión para NKX2-1 que no parecen
afectar la expresión de Nis, sitios de unión a PAX8 y una región que presenta
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similitud con las secuencias consenso del elemento CRE y del factor de
transcripción AP1, denominada CRE-Like (CRE-L). Dicha región es capaz de unir
diferentes factores de transcripción, entre ellos la proteína de unión CREBp (CRE-
Binding protein), el modulador de CRE (CREM) y diferentes miembros de la familia
con dominio básico en cierre de leucina (bZIP) (Chun et al., 2004; Fenton et al.,
2008) (Figura 8).
La transcripción máxima del gen de NIS dependiente de la vía TSH/AMPc
requiere de la presencia de al menos una de las secuencias consenso de PAX8 y de
la integridad del sitio CRE-L (Chun et al., 2004). Ha sido demostrado que la región
amplificadora Nue está presente y es funcional en ratón y humano (Kogai et al.,
2006). Nicola et al., (2010) han demostrado que en Nue existe un sitio conservado
en humanos, rata y ratón para NFKβ y que el mismo interacciona y colabora con
PAX8 en la expresión de Nis.
Se ha demostrado que la TSH posee un efecto modulador sobre la
distribución y la estabilidad proteica de Nis a nivel postranscripcional (Riedel et al.,
2001, Vadysirisack et al., 2007). Esto se determinó a partir del análisis de ratones
hipotiroideos modificados genéticamente y carentes del receptor de TSH (TSHr-/-).
Este modelo puso de manifiesto que en ausencia de la función de TSH sobre el
tejido tiroideo la expresión de Nis no es evidente (Marians et al., 2002).
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Figura 8: Esquema ilustrativo del promotor de Nis en rata. La figura representa la región descripta del
promotor Nis mostrando el sitio del inicio de la transcripción, la caja TATA, la región promotora
proximal (promotor mínimo) y la región amplificadora Nue. Se indica de manera aproximada la
localización de los sitios de unión al promotor de NKX2-1, PAX8 y NTF1, así como de la secuencia
CRE-L. Las posiciones indicadas son relativas el sitio de inicio de la transcripción denominado como
+1. Esquema adaptado con modificaciones de Kogai et al., 2006.
Aspectos estructurales y funcionales de TPO
TPO es una glicoproteína localizada en la membrana apical de las células
foliculares tiroideas. Es imperativa para su actividad catalítica la unión covalente a
un grupo prostético hemo. Su nivel de glicosilación es elemental para su normal
actividad enzimática.
El gen de Tpo codifica una proteína de 933 aminoácidos y posee un peso
molecular de 103 kDa (Figura 9). Se ha logrado obtener las secuencias completas
del ADNc de Tpo porcino (Kimura et al., 1987), humano (Derwahl et al., 1989), de
rata (Kotani et al., 1993) y ratón (Francis-Lang 1992). Dichas secuencias
demuestran un alto grado de conservación a lo largo de la evolución, excepto en sus
extremos N y C terminales.
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El sitio activo de la proteína comprende una gran parte de la misma y se
extiende hacia el lumen folicular. Una pequeña porción de la TPO es citoplasmática
y sólo 25 aminoácidos constituyen su único segmento de transmembrana
(McLachlan & Rapoport 1992, Ruf & Carayon 2006).
Figura 9: Representación esquemática de TPO donde se observa su orientación en la membrana
apical. TPO es una enzima unida a membrana que presenta dos sitios reactivos, uno para tirosina y
otro para ioduro. Las reacciones químicas catalizadas por TPO ocurren en la superficie de la
membrana apical de la célula tiroidea y ocurren en presencia de H2O2. Esquema adaptado de Ruf y
Carayon 2006.
Ensayos funcionales del promotor de Tpo realizados en la línea celular
tiroidea de Rata Fisher, FRTL-5, demostraron que la región promotora mínima
comprende alrededor de 420 pares de bases (pb) en dirección 5’ corriente arriba.
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Esta secuencia de DNA es suficiente para conferir la expresión específica de la
proteína en la célula tiroidea (Figura 10) (Avbelj et al., 2007).
El estudio del promotor de Tpo ha llevado a subdividirlo arbitrariamente en
distintas regiones. El segmento denominado A está constituido por un sitio de unión
a Nkx2-1; la región llamada B está conformada por una secuencia en la que se
solapan los sitios de unión para NKX2-1 y el factor nuclear 1 (NF1) (Rivolta et al.,
2007), la región Z representa el sitio de unión a Foxe1 (Tenenbaum-Rakover et al.,
2007); y la región C corresponde a la secuencia de solapamiento para la unión de
los factores NKX2-1 y PAX8 (Kotani et al., 1999).
Tanto TSH como el factor de crecimiento insulino-símil tipo 1 (IGF-1)
incrementan la actividad transcripcional de este promotor mínimo, de manera
dependiente del tiempo y de la dosis empleada. El efecto de TSH es mimetizado por
agonistas de AMPc, mientras que la inhiben activadores de la proteína quinasa C
(PKC) o ésteres de forbol (Vassart & Dumont 1992, Kotani et al. 1999).
Figura 10: Esquema ilustrativo del promotor de TPO en rata. La figura representa la región descripta
del promotor mínimo de TPO mostrando el sitio del inicio de la transcripción y la caja TATA. Se indica
de manera aproximada la localización de los sitios de unión al promotor de NKX2-1, FOXE 1, NF1 y
PAX8. Las posiciones de los factores de transcripción indicadas, son relativas al sitio de inicio de la
transcripción denominado como +1. Esquema adaptado de Ortiz y col. 1999.
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La regulación de la expresión génica de Tpo está modulada por los factores
de transcripción nombrados previamente, NKX2-1, FOXE 1, PAX8 y NF-1.
FOXE 1 desempeña un papel principal en la respuesta del promotor de Tpo a
la acción de TSH e IGF-1 (Kotani et al. 1999). Ha sido demostrado que la interacción
de FOXE1 con el promotor de Tpo precede a su activación transcripcional y esto
sucede simultáneamente con la generación de regiones altamente accesibles en la
estructura de la cromatina de este promotor (Tenenbaum-Rakover et al., 2007).
Por otra parte, se ha observado que FOXE1 y NF1 son capaces de
interaccionar físicamente entre sí, y que la orientación espacial de ambos sitios de
interacción en el promotor de Tpo debe ser del mismo lado de la hélice para lograr la
actividad transcripcional máxima (Rivolta et al., 2007).
Se ha reportado que FOXE1 por sí mismo es intrínsecamente un activador
transcripcional débil (Aza-Blanc et al., 1993; Ortiz et al., 1997). Sin embargo, posee
un rol principal en la mediación de la respuesta hormonal de Tpo puesto que permite
que otros factores tengan acceso a la cromatina (Cuesta et al., 2007). Del mismo
modo, fue demostrado que la proteína nuclear P300 participa como co-activador del
factor de transcripción PAX8 en la regulación del promotor de Tpo en humanos. La
interacción física entre ambas proteínas involucraría la región amino-terminal y el
dominio CH3 de P300 y el dominio de transactivación de PAX8 en su porción
carboxilo-terminal (De Leo et al., 2000). Otra proteína que interactúa y promueve la
expresión de Tpo es NFKβ (Nazar et al., 2012).
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Aspectos estructurales y funcionales de Tg
Tg pertenece a una superfamilia de serinas hidrolasas y gran parte de la
proteína está organizada en 19 repeticiones. El gen posee más de 200 Kb de
extensión, con 48 exones y se ubica en el brazo largo del cromosoma 8 en humanos
(Rousset & Dunn, 2004). Origina un transcripto de 8,5 kb y el 97% de las secuencias
del gen corresponde a intrones (Rivolta et al., 2005).
La región del promotor mínimo del gen de la Tg es un fragmento de unas
200pb en el extremo 5´, delante del sitio de iniciación de la transcripción, con el cual
interaccionan distintos factores de transcripción entre los cuales encontramos a
NKX2-1, FOXE1 y PAX8 (Abramowicz et al., 1990; Francis-Lang et al., 1992). Esta
región promotora presenta tres sitios de unión para NKX2-1, uno para PAX8 y uno
para FOXE1, un sitio para un factor ubicuo aún no identificado y un sitio para
DREAM.
El sitio de interacción para PAX8 se solapa con uno de los sitios para NKX2-1.
Estudios llevados adelante in vitro con vectores de expresión mostraron que PAX8
activa al promotor de Tg en forma más eficiente que NKX2-1 y que la expresión de
PAX8 está bajo el control de TSH (Fabbro et al., 1998).
La región potenciadora (enhancer) presenta tres sitios de unión para NKX2-1,
y en el humano se ha determinado la necesidad de un factor adicional, el cual es
una proteína que se une a secuencias de tipo CRE. Al igual que para Tpo se ha
observado la interacción entre PAX8 y el coactivador P300 (Di Palma et al. 2003).
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Si bien no existe una región CRE, en ratas, la expresión del gen de Tg
depende de los niveles circulantes de TSH (Van Heuverswyn et al., 1984) y en
cultivos primarios de perro depende de los niveles de AMPc (Gerard et., al 1989).
La cinética de la respuesta transcripcional de la Tg por al AMPc es
relativamente lenta, e involucra la síntesis proteica. La activación de la proteína
quinasa A (PKA) no es suficiente para activar la transcripción del gen de Tg,
mientras sí es suficiente para estimular la transcripción del gen de la peroxidasa
tiroidea (Gerard et., al 1989; Dremier et al., 1997).
El incremento en la concentración de PAX8 estimulado por TSH/AMPc parece
no ser suficiente para estimular la expresión de Tg. En consecuencia, se cree que
NKX2-1, PAX8 y uno o más factores aún no identificados estarían regulando la
expresión de la Tg.
Aspectos estructurales y funcionales de Pendrina (PDS)
PDS (Pendred Syndrome) está localizada en la membrana apical de la célula
folicular, es un transportador de iones de Cl- y I-, y posee 12 dominios
transmembrana (Royaux et al., 2000). Está codificada por el gen PDS (Everett et al.,
1997) que posee 780 aa y pertenece a la familia de transportadores de solutos 26-A
la cual está relacionada al transporte de aniones (Everett & Green, 1999) tales como
Cloruro y Ioduro (Scott & Karniski, 2000; Dossena et al., 2006; Cheng et al., 2007).
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Pacientes con una alteración genética en el gen de Pds, han perdido la
capacidad de transportar iones a través de pendrina y se caracterizan por la pérdida
de audición además de una insuficiente organificación de iodo que se acompaña con
un incremento en el tamaño de la glándula tiroides (bocio) (Pendred, 1986; Reardon
& Trembath, 1996; Everett et al., 1997).
El mecanismo de regulación de la Pendrina es poco claro, debido a que en
células FRTL-5 se ha determinado que no está modulada por la hormona insulina
(Royaux et al., 2000) y que TSH podría modularla positivamente no de manera
directa sino a través del incremento de los niveles de Tg (Zuzuki & Kohn, 2006).
También se ha demostrado en células FRTL-5 al aplicar RNA de interferencia (RNAi)
para Nkx2-1 que Pds al igual que Tg es regulada positivamente por dicho factor de
trascripción (Dentice et al., 2005).
Por el contrario Muscella et al. (2008), han observado que la insulina y la TSH
promueven un mayor eflujo de ioduro al promover la translocación de PDS, a través
de la vía de PKC- ε, desde el citosol a la membrana en células de rata PCCL3.
Aspectos estructurales y funcionales de DUOX1 y DUOX2
El H2O2 es necesario para la biosíntesis de HT, es producida por un sistema
enzimático de NADPH oxidasas ubicadas en la membrana apical del tirocito. Éste,
está conformado por dos enzimas denominadas dual oxidasa 1 (DUOX1 o THOX1) y
dual oxidasa 2 (DUOX2 o THOX2) y utilizaría a los piridin nucléotidos reducidos
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como dadores de hidrógeno. Para la generación de H2O2, el tirocito, requiere de
concentraciones micromolares de Ca2+ (Nakamura et al., 1987; Déme et al., 1994),
de la asociación de DUOX1 con su  factor de maduración DUOXA1 y de DUOX2 con
DUOXA2 (Dupuy et al., 1999; De Deken et al. 2000; Grasberger & Retetoff, 2006).
Se han propuesto dos mecanismos para la generación de H2O2. En ambas
hipótesis  la  NADPH oxidasa produce H2O2 en presencia de Ca2+, pero en una el O2
es reducido directamente por la NADPH oxidasa (Dupuy et al., 1991), mientras que
en la otra la enzima NADPH oxidasa interacciona con NADPH, Ca2+ y O2 generando
anión superóxido que luego a través de la superóxido dismutasa (SOD) es
convertido en H2O2 (Nakamura et al., 1989; Dupuy et al., 1991).
Figura 11: representación esquemática de DUOX-2 y su factor de maduración DUOXA-2. Adaptado
de Grassberger et al., 2007
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Los productos de los genes Duox1 y Duox2 tienen una longitud aproximada
de 1517 aa, un peso molecular de 178 KDa y poseen un alto grado de similitud de
aproximadamente 75 % (Dupuy et al., 2000). Poseen siete dominios de
transmembrana, dos dominios tipo EF-Hand de unión a Ca2+ y exponen hacia el
lumen folicular su dominio N-terminal donde se encuentra el sitio de síntesis de H2O2
(Figura 11) (El-Hassani et al. 2005).
Rigutto et al. (2009) han observado que las vías de activación para DUOX1 y
DUOX2 son completamente distintas. DUOX1 es modulado positivamente en su
activación si se incrementan los niveles de AMPc y a través de la vía de PKA donde
se produce la fosforilación de los aa Ser955 y Ser1217; estos aa son conservados en
especies diferentes como humano, rata, ratón, cerdos y perros. Mientras que Ser955
actuaría como un sitio de activación, Ser1217 sería un dominio de inhibición de la
actividad de DUOX1. Con respecto a DUOX2, se ha demostrado que es activada a
través de la vía de PKC y que posee 11 sitios posibles de fosforilación, de los cuales
6 no se encuentran en DUOX1. Por último, DUOX2 es mil veces más sensible al
tratamiento con acetato de forbol miristato (PMA) lo que sugiere que en condiciones
fisiológicas para los niveles de Ca2+ y de DAG solo DUOX2 tiene la capacidad de
activarse y generar H2O2.
Estos datos son concordantes con los observados por Song et al. (2010-b)
donde la activación de la vía Gq – fosfolipasa C- Ca2+ -PKC promueve una
optimización de la producción de H2O2 al favorecer la conformación del complejo
DUOXA-DUOX-TPO mientras que por el contrario, la activación de la vía Gs-AMPc-
PKA produce una disminución en la formación de dicho complejo. En igual sentido
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se ha observado que en poblaciones humanas que sufren de hipotiroidismo
congénito, una parte de los individuos poseen mutaciones puntuales de carácter
recesivo para DUOX2 mas no para DUOX1 (Grasberger et al., 2007; Rivolta et al.,
2007).
Es poco clara la regulación transcripcional de las DUOXs y sus factores de
maduración. Se cree que el espacio intergénico de 70 bp entre Duox1-Duoxa1 está
modulado por el factor de transcripción SP1, mientras que el espacio intergénico
para Duox2-Duoxa2 es de 170 bp, posee una caja TATA y una secuencia Inr
(Christophe Hobertus & Christophe, 2010)
Aspectos estructurales y funcionales de NKX2-1
El producto del gen Nkx2-1 es un factor de transcripción de 38 KDa,
perteneciente a una familia que poseen un dominio de unión al DNA llamado
homodominio o gen homeobox. Este dominio está formado por 61 aa y se ha
observado que está altamente conservado entre distintas especies. La proteína
NKX2-1 consiste en 3 regiones helicoidales (I, II y III), plegadas de forma globular.
La secuencia del gen es conservada a lo largo de diferentes especies, contiene 3
exones (Hamdan et al., 1998 Lonigro et al., 1996) y múltiples sitios de inicio de la
trascripción, donde el primero de ellos no se traduce y se ha detectado splicing
alternativo que genera heterogeneidad en el extremo 5´ (Ogucchi & Kimura, 1998).
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Además de expresarse en tiroides, se lo encuentra en la hipófisis,
paratiroides, células no ciliadas del epitelio bronquial y las células alveolares de tipo
II del pulmón (Damante et al., 2001). El papel que tiene NKX2-1 en hipófisis es aún
desconocido, pero en el pulmón se sabe que regula la expresión de genes para
proteínas surfactantes del pulmón (Bruno et al., 1995; Bohinski, 1994; Yan et al.,
1995).
Se ha observado tanto in vivo como in vitro que la TSH tiene la capacidad de
disminuir los niveles de proteína y RNAm de Nkx2-1, estos resultados son
reproducidos mediante tratamientos con dibutiril AMPc, mas no por PMA (Saito et
al.,1997).
En contraposición al efecto que produce la TSH sobre Nkx2-1, éste en la
tiroides desempeña un importante papel por ser esencial para la trascripción de Nis
(Taki, 2002), Tg (Shimura et al., 2001), Pds (Dentice et al., 2005) y para su propia
autorregulación (Oguchi & Kimura, 1998).
Yamada et al. (2011) han propuesto que la región promotora de Nkx2-1 se
extiende más allá de -2,6 Kb en el extremo 5´ desde el inicio de la transcripción.
Algunos factores de transcripción que modulan a Nkx2-1 dentro de la región de -2.6
kb han sido identificados como HNF-3, GATA6 y Oct 1 (Ikeda et al., 1996, Shaw –
White et al., 1999; Toonen, 1996; Pan et al., 2004).
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Aspectos estructurales y funcionales de FOXE1
El producto del gen Foxe1 es un factor de transcripción de 370 aa y un peso
molecular de 42 kDa, posee un dominio de unión al DNA de 100 aa denominado
forkhead. (Pierrou et al., 1994; Pani et al., 1992). Este gen no solo se expresa en
tiroides, también lo hace en hipófisis durante el desarrollo embrionario y en regiones
craneofaciales.
En ratones knock-out se observó que la falta de FOXE1 no afecta a la
formación pero sí a la migración de la tiroides durante la embriogénesis, estos
ratones presentan tanto ectopía como agenesia de tiroides y paladar hendido (De
Felice et al., 1998). Por el contrario, la ausencia de NKX2-1 y PAX8 determina la no
formación de la glándula. (Damante et al., 2001; Gehring et al., 1994). El hecho que
los ratones presenten tiroides sublingual (ectópica) junto con otros estudios ha
definido a la función de FOXE1 como responsable de la migración de la tiroides
desde su posición sublingual a su posición definitiva en la tráquea (Dathan et al.,
2002).
Cuesta et al. (2007) han propuesto que FOXE1 sea considerado como un
factor de transcripción tipo “pioneer”, debido a su capacidad de unirse al DNA en
regiones promotoras compuestas de cromatina compactada y permitir así eventos
de apertura de la misma, tal como reportaron para Tpo.
Foxe1 es modulado positivamente por TSH a nivel transcripcional y de
actividad de unión al DNA, y es necesario para la correcta regulación de los genes
Nis, Tg y Tpo. También se ha determinado que es el principal responsable de la
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respuesta de Tpo a la TSH y al factor IGF-1 (Aza –Blanc et al., 1993). Su
sobreexpresión promueve la formación de bocio nodular y retraso del crecimiento en
ratones recién nacidos (Nikitski et al., 2016). Otra característica de Foxe1 es que es
reprimido por el oxido nítrico en células FRTL-5 y conlleva a una disminución de la
expresión de Tpo (Montesinos et al., 2015).
Aspectos estructurales y funcionales de PAX8
PAX8 es un factor de transcripción de 68 KDa y una longitud de 128 aa
perteneciente a la familia paired box (Bopp et al. 1989). Esta familia en mamíferos
está compuesta por 9 genes (Walther et al. 1991; Stapleton et al. 1993).
Se ha observado que PAX8 desempeña un rol central en la morfogénesis y
mantenimiento diferenciado del fenotipo tiroideo (Plachov et al., 1990; Poleev et al.,
1992; Pasca di Magliano et al., 2000).
TSH a través de la vía de AMPc tiene la capacidad de modular positivamente
a Pax8 a nivel transcripcional y de su actividad (Mascia et al., 2002). Sitios de
interacción para PAX8, donde regula de manera positiva, han sido identificados en
las regiones promotoras de genes tiroideos como Nis, Tg, Tpo y Foxe1 (Ohno et al.,
1999; Mascia et al., 2002 Aza-Blanc et al., 1993; Di Palma et al., 2011) además de
existir evidencia de autorregulación (Di Gennaro et al., 2013).
Este paired box tiene la capacidad de interaccionar a través de sus dominios
terminales con distintas proteínas como CRE-L, P300, NKX2-1; SMAD3 y NFKB
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(Taki et al., 2002; De Leo et al., 2000; Chun et al., 2004; Costamagna et al., 2004;
Nicola et al., 2010).
Es poco claro el mecanismo de regulación transcripcional de Pax8, porque si
bien está modulado positivamente por la vía del AMPc, se ha determinado que para
su óptimo nivel de transcripción requiere de su región potenciadora que ha sido
identificada a una distancia de 84,4 kb desde el extremo 5´ UTR. Este potenciador
es conservado en humanos, rata y ratón y posee seis sitios protegidos para DNAsa
I, donde la secuencia de dos sitios son reconocidos por NKX2-1 (Nitsch et al. 2010).
Iodo como regulador de la función y crecimiento tiroideo
El iodo desempeña un papel importante en la bioquímica y fisiología de la
tiroides. Es indispensable para una adecuada biosíntesis hormonal debido a que es
el único factor limitante de la misma en condiciones normales. El contenido de iodo
intratiroideo es un factor regulador de la función y de la proliferación celular del
tirocito (Dumont et al., 1992) puesto que además de representar el principal sustrato
para la biosíntesis hormonal en la célula tiroidea, el ioduro posee la capacidad de
regular directamente el crecimiento y función de la glándula tiroides en forma
independiente de TSH. A este mecanismo se lo denomina autorregulación tiroidea.
La acción del iodo sobre el crecimiento de la glándula ha sido muy estudiada.
Se ha podido determinar que ratas sometidas a una dieta pobre en iodo son muy
sensibles a la acción de la TSH, y que esto conlleva a un aumento del crecimiento
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glandular. Por tanto cuando el contenido intratiroideo de iodo se encuentra
significativamente disminuido tiene lugar el desarrollo del bocio con niveles normales
de TSH.
A pesar de la variabilidad en la ingesta, en poblaciones donde la cantidad de
iodo es adecuada, la secreción de hormonas tiroideas y los niveles de TSH se
mantienen constantes. Esta adecuación resulta de la capacidad de la tiroides de
controlar su función y modular la respuesta a TSH dependiendo de las cantidades de
ioduro disponibles. Un incremento significativo en el aporte de ioduro produce en
primer término un aumento de la síntesis hormonal pero, posteriormente, un
fenómeno denominado Wolff- Chaikoff conduce al bloqueo de la organificación como
resultado del aumento de ioduro intracelular. El mecanismo de bloqueo de la
organificación involucra una acción inhibitoria del ioduro sobre TPO y DUOXs (Kopp,
2005; Leoni et al., 2008), disminuyendo la secreción hormonal y el crecimiento
tiroideo, de manera independiente de TSH (Dohan et al., 2003). Si la exposición al
ioduro se prolonga se produce una recuperación de la formación de iodotironinas,
fenómeno denominado escape del efecto Wolff-Chaikoff. Esta adaptación se debe
en parte a una menor captación de ioduro por una disminución en la expresión de
Nis, lo que reduce el ioduro intratiroideo a niveles insuficientes para ocasionar el
efecto Wolff-Chaikoff. Este fenómeno forma parte de un mecanismo intrínseco
altamente especializado que protege a la tiroides de altas dosis de ioduro (Dohan et
al. 2003).
En altas dosis el ioduro tiene la capacidad de inhibir en tiroides la secreción
hormonal (De Groot el al., 1956) y el flujo sanguíneo (Rognoni et al., 1984).
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Se ha observado que tanto in vivo como in vitro el halógeno tiene la
capacidad de inhibir la vía Gs-AMPc-PKA (Cochaux et al., 1987; Van Sande et al.,
1975). También se ha reportado que tiene la capacidad de inhibir la síntesis de Tg
(Pregliasco et al. 1996, Thomasz et al. 2010), TPO (Mori et al. 1998) y NIS (Grollman
et al. 1986; Eng et al. 1999; Suzuki et al. 2010).
Respecto a la producción de H2O2, el iodo posee diferentes efectos
dependiendo de la especie y de la concentración (Corvilain et al., 1994; Van Pannels
et al., 1994; Corvilain et al., 2000; Morand et al., 2003). Es así que en humanos,
perro y en cerdo tiene efecto inhibitorio (Corvilain, et al., 1994) mientras que existe
una estimulación en ovejas (Corvilain et al. 2000). Sin embargo, existen
contraposiciones en otras especies, donde se ha observado una disminución en la
producción de H2O2 en perro (Van Pannels et al., 1994) y en cerdo (Morand et al.,
2003), mas no se corresponde a lo descrito por Corvilain et al., (2000).
Recientemente se ha sugerido la posibilidad de un mecanismo inhibitorio
ejercido por ioduro capaz de ejercer una reducción de los niveles de RNAm de Nis
mediante mecanismos postraduccionales (Serrano-Nascimento et al., 2010).
La mayoría de los efectos inhibitorios generados por el exceso de iodo son
bloqueados si se incuba o se administra conjuntamente con drogas que bloquean la
acción de la TPO, como MMI o PTU (Van Sande et al., 1975; Panneels et al., 2009).
Esto demuestra que el iodo para ejercer su efecto sobre las funciones y crecimiento
de la glándula tiroides necesita ser organificado (Figura 12) y ese iodocompuesto
orgánico ha sido denominado elemento XI. Para tal identidad se han propuesto
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diferentes mediadores como péptidos iodinados (Lissitzky et al., 1961), la proteína
Tg (Sellitti & Suzuki, 2014) o la hormona T3 (Juvenal et al., 1981).
Se ha demostrado la existencia de una segunda vía metabólica del iodo
dentro de la tiroides, que conduce a la biosíntesis de lípidos iodados. Boeynaems &
Hubbard (1980) han demostrado que la adición de ioduro y acido araquidónico en
lóbulos de tiroides de ratas da como resultado la formación de 6-iodo-11,14-
eicosatrienoico -δ-lactona, y Druguillon et al., 1990 lo demostraron en cortes de
tiroides humanas. Otro iodolípido, el 2-iodo-hexadecanal, fue determinado como el
de mayor biosíntesis cuando tiroides de caballo se incubaron con iodo radioactivo
(Pereira et al., 1990). Sin embargo, todavía no está definitivamente identificado el rol
o los compuestos intermediarios en la acción del iodo, de ahí la importancia de
poder continuar con los estudios y poder identificar este compuesto.
6-iodo-11,14-eicosatrienoico -δ-lactona (IL-δ)
La IL-δ (Figura 13) ejerce efecto inhibitorio tanto sobre la proliferación celular
como sobre la expresión de funciones diferenciadas, tales como la captación y
organificación del iodo, la generación de H2O2, la captación de glucosa y
aminoácidos; y la actividad de las enzimas ligadas al transporte a través de
membrana.
La biosíntesis de la IL-δ utiliza como precursor el ácido araquidónico (Pisarev
et al., 1985), a su vez dicha síntesis es incrementada con el agregado de dicho ácido
en folículos porcinos, tiroides de rata y tejido humano (Boeynaems & Hubbard, 1980;
Dugrillon et al., 1994).
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Figura 12: Representación esquemática de la posible acción del compuesto iodado que permitiría el
efecto Wolff - Chaikoff. Adaptado de Panneels et al. 2009
La aplicación de IL-δ sobre células FRTL-5 permitió observar una disminución
en la proliferación celular bajo efectos de la TSH  e inhibió la acción proliferativa de
la forscolina (Pisarev et al., 1992). Esto permitió hipotetizar que la acción inhibitoria
de la IL-δ podría estar relacionada con una disminución en los niveles de AMPc o en
un paso vía abajo.
Por otra parte, en tirocitos de cerdo la IL-δ no posee efecto sobre el
incremento de AMPc inducido por TSH, pero inhibe la acción proliferativa del EGF y
la síntesis de fosfatidil inositol estimulado por EGF, (Dugrillon & Gartner, 1995). Se
ha observado en cortes de tiroides bovinas que derivados iodados del ácido
araquidónico, el 14-iodo-15-hidroxy-6-ácido eicosatrienoico  (I-HO-A), su delta y
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omega lactona (IL-δ y IL-ω) mimetizan los efectos inhibitorios del iodo como la
inhibición de la captación (Chazenbalk et al., 1988) y organificación del iodo
(Chazenbalk et al., 1984). A nivel de la membrana celular  Krawiec et al., (1991),
han demostrado que el I-HO-A y su omega lactona (IL-ω) reproducen los efectos
inhibitorios del iodo sobre la captación de desoxiglucosa y la actividad de la Na+ /K+
ATPasa.
En ratas, la IL-δ inhibe la generación del bocio preformado inducido por MMI y
también cuando se administra simultáneamente con el bociógeno (Pisarev et al.,
1988 – 1994; Thomasz et al., 2010a).
Otra característica de la IL-δ es que en los bocios de ratas preformados tiene
la capacidad de aumentar la apoptosis celular (Thomasz et al., 2010a), mas no
reproduce todos los efectos del exceso de iodo en lo que respecta a los efectos a
nivel de la transcripción a nivel de genes específicos tiroideos (Thomasz et al., 2010
b). Así mismo, la IL-δ ha demostrado efecto antitumoral en células de cáncer de





Figura 13: representación esquemática de la posible biosíntesis de la iodolactona. Adaptado de
Panneels et al. (2009)
La síntesis de este iodolípido no es restringido a la tiroides, Nuñez-Anita et al.
(2009) han publicado que en células humanas de cáncer de mama MCF-7 la
administración de I2 promueve la síntesis  de lípidos idodados, mayoritariamente IL-
δ. Éste posee efectos de inhibición de la proliferación y aumento de apoptosis a
través de la vía de los Receptores Activados por Proliferación de Peroxisomas
(PPARs). En igual sentido, la activación del subtipo gamma de los PPAR por parte
de la IL-δ es crucial en el efecto antitumoral en cáncer de mama (Nava-Villalba et al.,
2015)
2-iodo-hexadecanal (2-IHDA)
El 2-IHDA ha sido aislado, purificado e identificado como el mayor de los
iodolípidos en especies tales como perro (Rabinowitz et al., 1976), caballo y rata
(Pereira et al., 1990) (Figura 14).
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Se ha observado que este iodolípido posee la capacidad de disminuir los
niveles de H2O2 y la acumulación de AMPc inhibiendo directamente la actividad de la
adenilato ciclasa tanto en cultivos de tiroides caninas como en cortes histológicos de
tiroides humanas (Panneels et al., 2009; Paneels et al., 1996). En membranas de
tiroides porcinas el 2-IHDA inhibe a la NADPH oxidasa (hoy conocidas como DUOX1
y DUOX2, Ohayon et al., 1994) y disminuye la acumulación de AMPc inhibiendo
directamente la actividad de la adenilato ciclasa (Panneels et al., 1994).
El 2-IHDA reproduce los efectos del exceso de iodo sobre la producción de
AMPc y de H2O2 en tiroides de caballo, conejo y perro (Pereira et al.,1990; Ohayon
R., 1994; Panneels, 1994). En igual sentido sería el mediador de dos importantes
mecanismos regulatorios en la glándula tiroides: el efecto Wolff-Chaikoff y la
inhibición de la adenilato ciclasa.
Figura 14: representación esquemática de la biosíntesis del 2-IHDA; Adaptado de Panneels et al
(2009).
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Thomasz et al. (2010 a) han publicado que el 2-IHDA posee la capacidad de
inhibir el crecimiento del bocio en ratas tratadas con MMI, además de inhibir el
incremento de los niveles de AMPc sin modificar los niveles de TSH. También se
observó que durante la involución del bocio, el 2-IHDA promueve una recuperación
más rápida del peso tiroideo.
En células FRTL-5, este iodolípido posee efectos antiproliferativos
promoviendo el arresto en fase G1 (Thomasz et al., 2015). En igual sentido
Salvarredi et al., (2015) han publicado que parte de la inhibición generada por el 2-
IHDA se realiza a través de la modulación de los micro RNA let-7f  y mir 138.  Al
mismo tiempo observaron una regulación diferencial sobre genes tiroideos como
Tpo, Tg, Nkx2-1 y Foxe1.
En consecuencia estos estudios han avalado la existencia de un mecanismo
autorregulatorio tiroideo mediado por la síntesis de iodolípidos (Panneels et al.,
2009; Pisarev et al., 2000). La IL-δ no reproduce todos los efectos del ioduro
(Thomasz et al., 2010 b) y por tanto es de real interés y relevancia estudiar el rol del
2-IHDA en el mecanismo de autorregulación de la glándula tiroidea.
Receptores Proliferativos Activados por Peroxisomas (PPARs)
Los PPARs son miembros de la superfamilia de receptores nucleares (NR) y
existen tres subtipos: alfa (a); beta (b) y gamma (g). Estos NR  deben
heterodimerizar con el receptor de ácido retinoico (RXR) para poder interaccionar
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con el DNA (Gearing et al., 1993; Elstner et al., 1998). Los PPARs son receptores
nucleares de hormonas esteroideas (Mangelsdorf et al., 1995; Wahli & Martinez
1991). Los tres subtipos poseen tres grandes dominios proteicos. En el extremo
amino-terminal poseen un dominio A/B que posee sitios de activación por
fosforilación a través de proteínas quinasas activadas por mitosis –MAPK (Juge-
Aubry et al., 1999; Hu et al., 1996; Katherine & Burns, 2007). Luego poseen un
dominio C de unión al DNA y que se parece a un doble dedo de zinc (Schwabe et
al., 1990) y el tercer dominio E/F es de activación por interacción con un ligando
(Dreyer et al., 1992; Issemann & Green 1990; Gottlicher et al., 1992). La mayor
diferencia entre los tres subtipos es observada en el dominio de interacción del
ligando (Hihi et al., 2009) donde  PPAR beta y gamma poseen una homología de
70% y 68% respecto de alfa, respectivamente (Figura 15).
Figura 15: Representación de los dominios de los tres subtipos de PPAR en humanos y su
homología respecto de PPAR alfa. Adaptado de Hihi et al., (2002).
El PPAR alfa (PPARa) está mayormente asociado a la modulación de genes
intervinientes en la proliferación celular (Miller et al., 1996; Pighetti et al., 2001;
Panigrahy et al., 2008) y su interacción con agonistas exógenos pertenecientes a la
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familia de los fibratos promueve un aumento en la beta-oxidación de ácidos grasos
(Wahli et al., 1995; Leone et al., 1999). Respecto a los ácidos grasos PPARa posee
la capacidad de regular a nivel transcripcional la producción de la enzima Acil-
coenzima A oxidasa clave en la vía de la  beta-oxidación (Dreyer et al., 1992);
también modula la enzima carnitina palmitoil transferasa I y su actividad en los
peroxisomas (Mascaro et al., 1998).
El PPAR beta posee efectos ubicuos y su función es desconocida en la
mayoría de los tejidos que ha sido descrito, pero tiene la capacidad de incrementar
la proliferación en líneas celulares sensibles a hormonas sexuales como estrógenos
y testosterona (Stephen et al., 2004; Yin et al., 2005).
PPAR gamma (PPARg) es mayormente expresado en tejido adiposo y
promueve su diferenciación celular (Mueller et al., 1998). Además en su interacción
con agonistas exógenos de la familia de las tiazolidinadionas desempeña un papel
anti-tumoral en distintas líneas celulares de cáncer (Yin et al., 2005; Elstner et al.
1998; Yin et al., 2001; Lapillone et al., 2003). Respecto a la tiroides se ha observado
que cuando PPARg posee su función disminuida esto promueve un aumento de la
proliferación (Park et al., 2005; kato et al., 2006; Espadinha et al., 2007; Placzkowski
et al., 2008; Tepmongkol et al., 2008; Antonelli et al., 2013) y una disminución de la
diferenciación celular (Frohlich et al., 2005; Au et al., 2006; Espadinha et al., 2009).
Se han identificado distintos ligandos endógenos para los PPARs. PPAR alfa
puede interaccionar con ácido palmítico, ácido esteárico, ácido oleico, ácido
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linoleico, ácido araquidónico y eicosapentanoico. PPAR gamma interacciona con
ácido linoleico, ácido araquidónico y prostaglandinas (Kota et al. 2004).
Figura 16: Representación tridimensional de los tres subtipos de PPARs y la identificación de sus
sitios activos. Adaptado de Hihi et al., (2002).
Se ha reportado que la δ-iolactona actúa uniéndose a estos receptores para
promover la inhibición de la proliferación en células de cáncer de mamas (Nuñez-
Anita et al., 2009) y por lo tanto es de real interés y relevancia estudiar el rol de
estos receptores en el mecanismo de acción del 2-IHDA.
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Objetivos
Los antecedentes existentes demuestran que el exceso de iodo tiene
capacidad de inhibir parámetros tiroideos con respecto a la función y crecimiento de
la glándula. Además se sabe que el halógeno no solo es utilizado por la tiroides para
producir HTs sino también lípidos iodados y que aquel debe estar organificado para
promover la acción del efecto Wolff-Chaikoff.
Resultados obtenidos en nuestro laboratorio han permitido observar la
capacidad de los iodolípidos de modificar la funcionalidad y crecimiento de la célula
folicular tiroidea induciendo cambios en el fenotipo y en el patrón de expresión
génica (Thomasz et al., 2010 a y b; Thomasz et al., 2015; Salvarredi et al., 2015).
En base a los antecedentes presentados, el objetivo general de este trabajo
de tesis ha sido analizar el rol del 2-IHDA en el mecanismo de autorregulación
tiroidea estudiando su acción sobre la modulación de parámetros relacionados a la
función y diferenciación de la célula folicular tiroidea normal así como los posibles
mecanismos involucrados en esta regulación.
Objetivos específicos:
 Analizar la acción del KI y el 2-IHDA sobre la proliferación celular tiroidea.
 Analizar la posible acción del KI y el 2-IHDA sobre la regulación de la función
tiroidea mediante el estudio de parámetros tales como: captación,
organificación, eflujo de 125I y niveles de H2O2.
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 Estudiar la acción del 2-IHDA en la modulación de los genes de interés (Nis,
Pds, Duox1, Duox2, Tpo, Tg, Nkx2-1, Foxe1 y Pax8) a nivel de la
transcripción y traducción.
 Estudiar la posible acción del 2-IHDA a nivel de transcripción y actividad
proteica sobre la familia de receptores nucleares PPAR.
 Estudiar la acción del 2-IHDA sobre los patrones de acetilación de histonas
H3 en las regiones promotoras de los genes Nis, Tg y Tpo.
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Materiales y Métodos
A) Síntesis del 2-IHDA
1) Síntesis de n-hexadecanal
Se disolvió 4 g de n-hexadecanol en 30 ml de dicloro metano (CH2Cl2) y
se le agrego 5,33 g de clorocromato de piridina (PCC - C5H6ClCrNO3). La
reacción tuvo lugar bajo atmósfera de N2 a temperatura ambiente durante 1,5
h. El producto de la reacción obtenido en el sobrenadante fue filtrado por medio
de la acción de vacío a través de papel de filtro tipo Whatman. El precipitado de
la reacción, de color negro, fue lavado tres veces con 10 ml de dimetil eter
anhidro. Los sobrenadantes  también fueron filtrados y se juntaron las colectas.
El total del volumen fue reducido en atmósfera de nitrógeno. El producto luego
fue diluido en 3 ml de una mezcla de hexano/dietileter en proporción 8:2; y
posteriormente fue eluido a través de una columna de florisil. La solución
obtenida fue evaporada bajo corriente de N2 obteniéndose el n-hexadecanal.
2) Síntesis de 2-IHDA
0,250 g de hexadecanal fueron disueltos en 3 ml de CH2Cl2, luego se le
añadió 0,141 g de HgCl2 y 0,264 g de iodo elemental (I2). Durante dos horas
tuvo lugar la reacción en ausencia total de luz y con agitación vigorosa a
temperatura ambiente. La solución obtenida fue filtrada a través de papel
Whatman y  clarificada mediante la adición de tiosulfato de sodio. El total de la
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mezcla fue trasvasada a una ampolla de decantación con H2O bidestilada y se
extrajo 5 veces con 20 ml de CH2Cl2. Las fases orgánicas fueron reunidas y se
lavó una vez más con agua bidestilada. La fase orgánica obtenida fue
evaporada hasta obtener un producto color blanco bajo corriente de N2 y en
completa ausencia de luz. El producto fue disuelto en 2 ml de la mezcla de
hexano/dietileter (8:2) y se eluyó en columna de sílica gel. Se tomaron
muestras cada 1 ml a lo largo de 25 ml para lograr separar el hexadecanal del
2-IHDA. Las muestras obtenidas fueron analizadas por cromatografía de capa
delgada (TLC) utilizando como fase móvil la mezcla hexano/dietileter (8:2). Una
vez identificadas las alícuotas que contenían solo el 2-IHDA, las mismas fueron
colectadas y evaporadas en atmósfera de nitrógeno hasta obtener un producto
blanco.
B) Efectos del 2-IHDA sobre la proliferación de la célula tiroidea.
1) Estudio de la viabilidad celular por exclusión con azul de tripán
Las células Fisher Rat Thyroid Line -5 (FRTL-5) fueron cultivadas en placas de
24 pocillos (15000 células por pocillo) en medio 6H (DMEM, antibióticos,
somatostatina 10 ng/ml, hidrocortisona 0,4 ng/ml, transferrina 5 μg/ml, glycil-L-
histidil-L-lisina 10 ng/ml, insulina 10 μg/ml y TSH 0,5 mU/ml) con 5% de suero
fetal bovino (SFB) durante dos días y mantenidas en estufa de cultivo a 37 °C
en atmósfera humidificada con 5% de CO2. Se retiró el medio y se cultivó 72 h
con medio 5H (sin TSH).
Materiales y Métodos 51
Luego se realizaron los distintos tratamientos:
• Medio 5H (CONTROL)
• Medio 6H (T)
• T + 2-IHDA 30 µM (T + 2-IHDA 30)
• T + 2-IHDA 10 µM (T + 2-IHDA 10)
• T + 2-IHDA 5 µM (T + 2-IHDA 5)
• T + KI 30 µM (T + KI 30)
• T + KI 10 µM (T + KI 10)
• T + KI 5 µM (T + KI 5)
El número de células se calculó utilizando una cámara de Neubauer
luego de 24, 48 y 72h de tratamiento. Para ello, a las células se les retiró el
medio de cultivo y fueron despegadas de la placa mediante la utilización de 0,2
ml de tripsina que luego fue bloqueada con 0,2 ml de SFB. Posteriormente las
células fueron teñidas con azul tripan y se contaron al microscopio. Se
determinó el número total de células vivas de la siguiente manera: se
mezclaron 10 µl de la suspensión (células, tripsina y SFB) con 10 µl del
colorante antes mencionado, se homogeneizó y se sembró 10 µl en la cámara
de Neubauer. Luego se contaron al microscopio y se calculó el número de
células por la formula:
(# células en toda la cámara/ # cuadrantes) x 2 x 1x104 = # células/ml
Donde: 2 es el factor de dilución de la suspensión en el colorante
1x104  factor de corrección para expresar en mililitros.
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2) Estudio de la viabilidad celular por 3-(4,5-Dimetilthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromuro (MTT)
Se realizó el ensayo de proliferación celular con MTT. De acuerdo a lo
descripto por Mosmann (1983) y Denizot et al., (1986). El mismo se basa en la
reducción metabólica del MTT por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa y la obtención de un compuesto coloreado de color azul
denominado formazan. Esto, permite estudiar la funcionalidad mitocondrial de
las células tratadas y correlacionar su actividad con la superviviencia y
proliferación celular a los tratamientos aplicados.
Aproximadamente tres mil células fueron sembradas por pocillo de placa P96 y
cultivadas tal como se describe en B.1; luego, sin cambiar el medio, se agregó
a cada pocillo 30 μl de una solución de MTT (5 mg/ml en buffer fosfato) y se
incubó 4 h a 37°C en estufa. Se eliminó el medio de incubación y se agregó
200 μl de dimetil sulfoxido (DMSO) a cada pocillo. Posteriormente se procedió
a medir la absorbancia a 540 nm en un lector de placas  (DTX 880, Beckman
Coulter).
C) Efectos de los Iodolípidos sobre la función de la célula tiroidea.
1) Estudio de la captación de 125I
Células FRTL-5 fueron cultivadas en placas tipo P24 tal como se
describió en B.1. Luego se aplicó 1 µCi / pocillo de 125I (New England Nuclear,
USA) y se incubó en estufa a 37 ºC durante 45 min. Posteriormente las células
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fueron lavadas tres veces con buffer fosfato salino 1x (PBS – NaCl 137 mM;
KCl 2,7 mM; NaHPO4 10mM y KH2PO4 2 mM ) más KI 1µM; luego se le aplicó
0,5 ml de NaOH 0,3 M durante 48 h. Paso siguiente se tomó 0,1 ml de cada
pocillo y se procedió a medir la radioactividad. Los resultados fueron
normalizados midiendo la cantidad de proteína contenida en cada pocillo por el
método de Lowry et al., (1951). Los resultados se expresan como cuentas por
minuto (CPM) / µg de proteína.
2) Estudio del eflujo de 125I
Células FRTL-5 fueron cultivadas, en placas tipo P24 tal como se
describió en B.1. Luego se aplicó 1 µCi / pocillo de 125I (New England Nuclear,
USA) y se incubó en estufa a 37 ºC durante 45 min. y rápidamente se lavaron
tres veces con buffer PBS 1X frío más KI 1µM, se agregó y retiró medio 5H + KI
1µM + KClO4 1 mM en una frecuencia cada 2 minutos durante 14 minutos. Los
sobrenadantes luego fueron analizados en contador gamma para determinar la
cantidad de 125I eluído. El remanente de 125I contenido dentro de las células fue
analizado luego de aplicar 0,5 ml de NaOH 0,3 M durante 48 h y se procedió a
medir la radioactividad (CPM). Los resultados fueron normalizados midiendo la
cantidad de proteína contenida en cada pocillo por el método de Lowry. Los
resultados son expresados como CPM retenidas en las células / µg de
proteína.
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3) Estudio de la captación de desoxiglucosa -3H (DOG- 3H)
Células FRTL-5 fueron cultivadas, en placas tipo P24, tal como se
describió en B.1. Luego se lavó 3 veces con buffer KRB (Krebs – Ringer-
Hepes; KCl 770 mM, MgSO4 775 mM, NaCl 770 mM, HEPES 200 mM, KH2PO4
155 mM, CaCl2 37,8 mM) 1x y se aplicó 200 µl de KRB  mas 0,5 µCi / pocillo de
desoxiglucosa - 3H (30,2 Ci/mmol New England Nuclear, USA) se incubó en
estufa a 37 ºC durante 20 min. y rápidamente se lavó 3 veces con buffer KRB
1x. Por último a las células se le aplicó 0,5 ml de NaOH 0,3 M durante 48 h y se
procedió a medir la radioactividad en contador de centelleo líquido con
utilización de la solución Optiphase Hisafe 3 (Perkin Elmer , Boston, USA) . Los
resultados fueron normalizados midiendo la cantidad de proteína contenida en
cada pocillo por el método de Lowry. Los resultados son expresados como
CPM / µg de proteína.
4) Estudio de la producción de H2O2 extracelular
Células FRTL-5 fueron cultivadas, en placas P24, tal como se describió
en B.1. Luego las células fueron lavadas tres veces con PBS 1x y para medir la
acción de los distintos tratamientos sobre la producción y liberación de H2O2 al
medio extracelular se utilizó y procedió a aplicar el protocolo correspondiente
para el kit Amplex Red Hydrogen Peroxide/ Peroxidase Assay (Invitrogen,
USA). Luego de 24 h de aplicados los tratamientos las células fueron lavadas 3
veces con PBS 1x frío y sobre las mismas se aplicó 200 µl de la mezcla de
reacción (100 µM Amplex Red más 0,2 U/ml peroxidasa de rábano picante en
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buffer fosfato salino, pH 7,4; luego se incubó durante 45 min a 37ºC y se
extrajo el sobrenadante que se procedió a leer a 595 nm de emisión y
excitación de 485 nm utilizando para ello un equipo lector de multiplacas DTX
880- Beckman Coulter. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias
de fluorescencia normalizadas por el contenido de proteína.
5) Estudio de los niveles intracelulares de Ca+2 libre
Células FRTL-5 fueron cultivadas en placas tipo P24 tal como se
describió en B.1. Luego se las lavó 3 veces con PBS 1x y se aplicó el protocolo
correspondiente al kit FURA 2 AM (Invitrogen, USA). Para ello se aplicó sobre
las células la sonda reconstituida en el buffer provisto por el kit y se incubó a 4
ºC durante 30 minutos. Posteriormente las células fueron lavadas 3 veces con
PBS 1x frío y la fluorescencia fue medida a 340 nm excitación y 525 nm  de
emisión usando el equipo lector de multiplacas DTX 880 Beckman Coulter La
lectura de la fluorescencia se desarrolló en un lector de multiplacas tipo DTX
880 (Beckman Coulter , Alemania). Se retiró la solución con la sonda, se lavó 3
veces con PBS y posteriormente se le aplicó 0,2 ml de NaOH 0,3 M durante 48
h. Luego se tomaron 0,1 ml de cada pocillo y se procedió a medir la
concentración de proteínas por el método de Lowry. Los resultados se
expresan como OD relativas / µg de proteína.
6) Estudio de las proteínas tiroideas
Células FRTL-5 fueron cultivadas, en placas tipo p60, tal como se
describió en B.1. Luego las células fueron lavadas tres veces con PBS 1x frío,
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tripsinizadas y levantadas. Las células disueltas en PBS 1x frío fueron
centrifugadas a 800g durante 10 min. El sobrenadante se descartó y el pellet
obtenido luego fue lisado en 50 µl de buffer RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7,4; 150
mM NaCl; 1% Nonidet 40; 0,1% SDS; 0,5% desoxicolato) más la adición de
inhibidores de proteasas (0,5 mM PMSF; 2,5 mM benzamidina; 10 µg/ µl
aprotinina; 1 µg/ ml pepstatina), durante una hora en hielo. A continuación la
solución fue aspirada unas 10 veces a través de una jeringa para obtener un
mayor lisado de células. El homogenato total fue centrifugado a 10.000g
durante 10 min. El pellet obtenido fue descartado y el sobrenadante se lo utilizó
para determinar la concentración proteica. El extracto proteico (60 µg) se
sembró con buffer de carga 2x (glicerol 2ml, b-mercapto etanol 14 M 0,8 ml;
Tris-HCl 0,5 M-pH 6,8 2ml; SDS 10% 3,2 ml y una punta de espátula de azul de
bromo fenol). Posteriomente, las proteínas fueron separadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7,5% para proteínas con un tamaño
superior a 120 KDa, 10 % para proteínas de entre 120 – 40 KDa y de 12,5 %
para proteínas de menor tamaño en presencia de buffer de corrida (0,25 M Tris
Base; 1,92 M glicina y 1% SDS). Las electroforesis se llevaron a cabo durante
aproximadamente una hora a un amperaje constante de 15 mA con el sistema
mini-protean de Biorad.
Luego de separadas, las proteínas fueron transferidas a membrana de
nitrocelulosa (Western Clear Signal, Merck , USA). Esto se realizó utilizando
buffer de transferencia (0,25 M Tris Base; 1,92 M glicina; 1% SDS y 20%
Materiales y Métodos 57
metanol) durante 45 min. a 20 V en el sistema Trans-Blot Sd Semi-Dry Transfer
Cell (BioRad, USA).
Finalizada la transferencia, las membranas fueron lavadas con buffer
TBS-T (10 mM Tris pH8; 150 mM NaCl; 0,05% Tween 20) y se las bloqueó
durante una hora con una solución de TBS-T + 5% de agente bloqueante
(Amersham). Posteriormente, las membranas fueron lavadas tres veces con
TBS-T durante 10 min.
Se desarrolló luego un inmunoblotting utilizando los anticuerpos que se
describen en la tabla 2 disueltos en TBS con 0,2 % tween 20 y 5 % de
albúmina de suero bovino (BSA) en la concentración allí descripta (vol/vol).
Posteriormente las membranas fueron lavadas tres veces con TBS-T durante
15 min.
La detección inmunoquímica se desarrolló usando un anticuerpo anti-
inmunoglobulina G (IgG) de conejo, ratón o cabra conjugado con peroxidasa,
diluido en agente bloqueante Amersham al 5% en dilución 1:5.000 vol/vol
durante una hora (Tabla 3). Posteriormente, las membranas fueron lavadas tres
veces con TBS-T durante 15 min.
Las proteínas específicas fueron visualizadas usando el método del
potenciador de quimioluminiscencia PQL (Amersham Pharmacia Biotech,
USA), para lo cual las membranas fueron puestas en contacto primero con el
PQL durante 3 min. y luego puestas en contacto con placas radiográficas de
Hyperfilm ECL durante unos minutos. Estas últimas fueron reveladas en cuarto
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oscuro aplicándose líquido revelador, líquido de lavado y líquido fijador. Los
resultados obtenidos fueron normalizados por la expresión de Actina. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias de densidad óptica, referidas en
unidades porcentuales respecto al control.
Proteína Especie Proveedor Catálogo Isotipo Dilución
Tg H/R/M Dako A0251 Conejo 1:300
NIS H/R/M Santa Cruz Sc-134515 Conejo 1:300
TPO H/R/M Santa Cruz Sc-58432 Ratón 1:300
DUOX H/R/M Santa Cruz Sc- 49939 Cabra 1:200
PAX8 H/R/M Santa Cruz Sc-377181 Ratón 1:150
NKX2-1 H/R/M Santa Cruz Sc-13040 Conejo 1:150
FOXE1 H/R/M Santa Cruz Sc-16391 Cabra 1:150
ACTINA H/R/M Santa Cruz Sc-1616 conejo 1:500
Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados para la inmunodetección de proteínas. Se indica para
cada proteína la especie (H= humano; R= rata; M= ratón) que reconoce el anticuerpo y su
isotipo. Se indica además el proveedor de cada anticuerpo y la dilución hace referencia a la
concentración final utilizada (vol/vol).
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Proteína Proveedor Catálogo Isotipo Dilución
Anti IgG Ratón HRP Santa Cruz Sc-2005 Cabra 1:5.000
Anti IgG Conejo HRP Calbiochem 401315 Cabra 1:5.000
Anti IgG Cabra HRP Santa Cruz Sc-2020 Burro 1:5.000
Tabla 3: Se indica para cada anticuerpo secundario la inmunoglobulina G que reconoce (IgG) e
isotipo como así también proveedor y código de catalogo. La dilución hace referencia a la
concentración final utilizada (vol/vol) en los ensayos de Western blot.
7) Estudio de los RNAm
Células FRTL-5 fueron cultivadas, en placas tipo p100, tal como se
describió en B-1.1. Luego las células fueron lavadas dos veces con PBS 1x frío
y se aplicó TRIZOL Reagent (Invitrogen, USA) directamente sobre las células.
Se aplicó luego el protocolo correspondiente a dicho reactivo, llevándose a
cabo la dilución final en agua libre de RNAasa y DNAasa para biología
molecular (Biodynamics, Argentina)
7.1 Transcripción  Reversa de Reacción en Cadena de Polimerasa (RT-
PCR)
La transcripción reversa se desarrolló según protocolo de “Superscript III
– Invitrogen” con 5 µg de RNA total utilizando “Oligo dT 15-18–
Biodynamics” y “dNTP Mix- Promega”.
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7.2 PCR convencional
Se desarrolló la PCR para cada uno de los genes tiroideos de interés
(Gadph, Nis, Pds, Tpo, Tg, Duox1, Duox2, Nkx2-1, Foxe 1, Pax8)
utilizando “PCR Master Mix – Promega” y fue aplicado el protocolo
correspondiente utilizando una concentración de 100 pM de cada
cebador (Tabla 4). Para comprobar que los productos de las PCR fueran
los correctos, se procedió a realizar electroforesis en gel de agarosa al
2% donde se observó el tamaño del amplicon con respecto a un
marcador de DNA de 100bp “CienMarker – Biodynamics”.










Duox -1 sentido GGCCATCAGTATGTCTTCG
Duox -1 anti-sentido CGCTGATCTCCACCTTCTTC
61º C
Duox -2 sentido CAAATCGTCCATGGGTGCC
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FOXE 1 sentido TTCGTGTCTGCCATGTGAGC








Tabla 4: cebadores utilizados para la realización de PCR convencional y PCR en tiempo real.
7.3 PCR en tiempo real
Se desarrolló PCR para cada uno de los genes de interés anteriormente
descriptos. Se utilizó “Mezcla Real 2X – Biodynamics” y se aplicó el
protocolo correspondiente utilizando una concentración de 75 pM de
cada cebador.
Las condiciones de PCR en tiempo real fueron:
Desnaturalización inicial 95º C   5 min
Desnaturalización 95º C 20 seg
Anillado TAº C 35 seg
Elongación 72º C 30 seg
Desactivación de la enzima 72º C 10 min
También  se analizó la disociación de segmentos en función de la
temperatura (melting) para comprobar que los resultados obtenidos
correspondieran a un único segmento. Además, para probar que los
40 ciclos
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productos de las PCR fueron los correctos, se procedió a realizar
electroforesis en gel de agarosa al 2% donde se observó el tamaño del
amplicon con respecto a un marcador de DNA de 100bp “CienMarker –
Biodynamics”.
Los resultados obtenidos se expresan como magnitudes de cambio
respecto de la muestra control, además fueron  analizados y
cuantificados utilizando la técnica 2∆∆Ct (Livak & Schmittgen 2001). Los
ensayos se consideraron conformes cuando la eficiencia fue > 0,95 y <
1,05 y R2 > 0,96.
8) Estudio de las regiones promotoras de los genes tiroideos
8.1 Generación de Bacterias Competentes
La mayoría de los plásmidos  fueron obtenidos de donaciones de sus
distintos autores, tal como se detalla en la tabla 5. La amplificación de
las construcciones conllevó a la generación de bacterias competentes
Escherichia coli cepa DH-5α.
Para su obtención, una colonia de bacterias fue cultivada a 37 ºC de un
día a otro en 1 ml medio LB (extracto de levadura 5 g/l, triptona 10g/l,
NaCl 10g/l) con rotación continua de 250 rpm. Luego, se procedió a
realizar una dilución 1:100 en medio LB y se tomaron lecturas de
absorbancia a 550 nm hasta alcanzar una densidad óptica de 0,4 (aprox.
10 millones de células/ml). Las bacterias fueron colocadas por 10 min.
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en hielo, centrifugadas a 2.500g durante 10 min. a 4ºC y el pellet
obtenido disuelto en 10 ml de CaCl2 50mM. Se mantuvo en hielo durante
20-30 min. y se volvió a centrifugar a 2.500g; el pellet obtenido luego fue
resuspendido con CaCl2 50mM en un volumen 1/15 del original y
alicuotado cada 100 µl para luego conservarse a -80ºC.
8.2 Transfección de bacterias E. coli DH-5α
Una alícuota de bacterias competentes fue puesta en contacto con 200
nanomoles del plásmido de interés y colocada en hielo durante 30 min.
para su adsorción. Se le aplicó un shock térmico de 2 min. a 42ºC y
luego nuevamente en hielo durante 10 min.  Las bacterias fueron
amplificadas por una hora a 37ºC mediante la adición de 1 ml de medio
LB. Se tomaron 25 µl de las células en suspensión; se plaquearon en
medio LB-Agar- ampicilina (medio LB + 10 g/l de agar + 50ug/ml de
ampicilina) y se colocaron en estufa a 37ºC hasta el otro día.
8.3 Amplificación de plásmidos
De las colonias que habían crecido en la placa con medio selectivo, se
seleccionó aquella de mayor tamaño y que se encontraba aislada de
cualquier otra. Ésta fue cultivada en 250 ml de medio LB durante una
noche y luego para la purificación del plásmido propiamente dicho se
utilizó el kit Wizard Plus Maxipreps DNA Purification System (Promega
USA) siguiendo el protocolo correspondiente. Una vez obtenida y eluida
la construcción de la columna de purificación, se determinó la
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concentración de la misma a través de la medición por Nanodrop
(Thermocientific, USA).
8.4 Transfección de células
Células FRTL-5 fueron cultivadas en placa P24 (100.000 células /
pocillo) con medio 6H más 5 % de SFB hasta alcanzar una confluencia
de 70-80 %, luego fueron cotransfectadas con 0,5 µg de DNA plasmídico
/ pocillo (0,25 µg B-gal : 0,25 µg región promotora de interés- Nis, Pds,
Tpo, Tg, Duox1, Duox2, Nkx2-1, Foxe 1 y Pax8) en placa P24 durante
90 minutos mediante el uso del kit “TransFast Transfection Reagent –
Promega” y la aplicación de su correspondiente protocolo.
Luego se les aplicó los tratamientos descriptos en B-1.1 durante un
período de 24 h.
Posteriormente se midió la actividad de quimioluminiscencia de cada
pocillo en contador de centelleo mediante el uso del Kit “Luciferase
Assay System – Promega”. La actividad B-galactosidasa se midió, luego
de dos horas, a 405 nm para normalizar la efectividad de transfección;
para esto se procedió a tomar 100 µl del lisado celular obtenido a partir
de la aplicación del protocolo del kit Luciferase Assay System, y se le
adicionó 150 µl de solución ONPG (Na2HPO4 120 mM, NaH2PO4 80 mM,
KCl 10 mM, MgCl2 2 mM, 100 mM b-mercaptoetanol y 1 mg/ml de orto-
nitrofenil-beta- galactosido – ONPG). Los resultados se expresan en
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unidades arbitrarias de densidad óptica, referidas en unidades
porcentuales respecto al control.
Gen Nombre Descripción Posición del ATG Cita
Nis NUE-NIS -2,8 kb Prom prox + potenciador -2841 a +101   bp Costamagna et al, 2004
Tpo TPO -420 Prom prox -420   a +50     bp Ortiz et al, 1999
Tg Tg -688 Prom prox -688   a +9       bp Shimura et al, 2001
Pds PDS -3,0 kb Prom prox + potenciador -3085 a -38      bp Dentice et al, 2005
Duox1 Tx 43 Prom prox -563   a +141   bp Pachucki et al, 2004
Duox2 Tx 41 Prom prox -470   a +102    bp Pachucki et al, 2004
Pax8 CNS-87 Potenciador -84,6  a -84,4   kb Nitsh et al, 2010
Foxe1 ∆ 0 Prom prox + potenciador -1800 a +590   bp Brancaccio et al, 2004
Nkx2-1 TTF1- 4,11 kb Prom prox + potenciador -4110 a -13      bp Oguchi et al, 1998
Tabla 5: plásmidos reporteros utilizados para determinar la actividad de los factores de
transcripción sobre las secuencias de DNA
9) Estudio de la interacción de los factores de transcripción (PAX8, NKX2-1 y
FOXE1) con el DNA de genes tiroideos.
9.1  Análisis por Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP)- PCR en tiempo
real
Células FRTL-5 fueron cultivadas tal como se describió en B.1. Luego se
aplicó formaldehído (37 % vol/vol) a las placas en el medio hasta una
concentración del 1 % durante 10 min. a temperatura ambiente para
lograr la inhibición de la disociación de las proteínas de unión al DNA
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(factores de transcripción). Posteriormente la acción del aldehído fue
bloqueada durante 15 min. mediante la adición de 1 ml de glicina 1,5 M.
La células aún adheridas a la placa de cultivo fueron lavadas 2 veces
con PBS suplementado con 1mM PMSF y posteriormente despegadas
de forma mecánica en la misma solución. Se procedió al lisado de las
células utilizando buffer A (10 mM HEPES pH 7,9; 10 mM KCl; 0,1 mM
EDTA; 0,1 mM EGTA) y se obtuvieron núcleos celulares intactos al
centrifugar a 10.000g durante 3 min. A continuación, el DNA obtenido a
partir de estos últimos por acción del buffer de Lisis (50 mM Tris pH 8,
10 mM EDTA y 1 % SDS) en hielo durante 10 min. fue sometido a 15
ciclos de ultrasonido de 15 seg activos + 15 seg pasivos, hasta obtener
segmentos de 300 ± 100 bp aproximadamente (diseños 15x15x15 con
potencia del 60 % en sonicador Vibra CellTm de Sonic Materials Inc,
USA). Se confirmó mediante gel de agarosa 2% el tamaño de los
segmentos obtenidos utilizando ladder de DNA de 100 bp (Promega,
Cat: G2101, USA (Figura 17).
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Figura 17: Se observa el tamaño del DNA fragmentado por sonicación con ciclos de
15x15x15.
Luego se realizó el paso de preaclarado utilizando beads de agarosa o
sefarosa, para ello se incubaron 200 µl de DNA sonicado diluidos en 1
ml de buffer IP (150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 5mM EDTA;
0,5% Nonidet 40; 1% Triton X-100 y 0,1% SDS). Este punto permitió la
eliminación de aquellos segmentos con afinidad inespecífica por los
beads  y del DNA que no había sido particionado por el proceso de
sonicación y restos de membrana nuclear. Por último la
inmunoprecipitación de los factores  transcripción (PAX8, NKX2-1 y
FOXE1) asociados a secuencias promotoras de Nis, Tpo, Tg y
secuencias potenciadoras definidas de Nis y Pax8, se realizó mediante
la incubación a 4ºC durante una noche con 2 µg del anticuerpo del factor
correspondiente.
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Al día siguiente las muestras fueron incubadas con 60 µl de beads de
agarosa durante 4 horas y luego precipitadas a 3.000g durante 1 min.
Los segmentos de DNA inmunoprecipitados fueron lavados en 4
oportunidades con buffer IP durante 10 min. Para liberar las secuencias
de DNA unidas a proteínas se procedió a hervir las muestras durante 10
min. en 250 µl de Chelex 100 sodium form (Sigma-Aldrich, USA) 20%
peso/vol. Luego el DNA fue tratado con 50 µg  de proteinasa K durante
1h a 45ºC:
Para inactivar la enzima, las muestras fueron nuevamente hervidas por
15 min. Por último, se centrifugó las muestras a 3.000g durante 2 min. y
el sobrenadante fue utilizado para la realización de las PCR en tiempo
real utilizando los cebadores que se describen en la tabla 6.
Nombre Secuencia 5´-3´ Posicióndel ATG TA
NIS proximal sentido TGAGCCGTCCATAGCCTTTC -326     bp
NIS proximal anti-sentido GCACCCTTTCGGTCCTGG -178     bp
57ºC
TPO proximal sentido TGCTAAGTCTGGGCTGTGTG -683     bp
TPO proximal anti-sentido GGACAAGAAAGGGACCTGGG -566     bp
55ºC
Tg proximal sentido CTAGCCTCACATTTCTTGTCCCC -246     bp
Tg proximal antisentido GGGGTAGGACCAGTGTCCCATCT -  21     bp
54ºC
NIS potenciador sentido GCGCACTCCATCCAGATCAT -2513   bp
NIS potenciador anti-sentido TTGGCCTCTTGGTGGTGAAG -2264   bp
57ºC
Pax-8 potenciador sentido TGAACTATCCAGCATCGCACA -84,6    kb
Pax-8 potenciador anti-sentido AGTGTTCAAGCTGGGGCTTT -84,4    kb
55ºC
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Duox-2 sentido AAAGTGCATCCAGGAAGGTG +488    bb
Duox-2 antisentido TGAACATCCTGGGCAGGAGTG +708    bp
54ºC
Tabla 6: cebadores utilizados para la detección y cuantificación de la asociación de los
factores de transcripción (Pax-8, TTF-1 y Foxe-1) al DNA en regiones definidas.
Los resultados obtenidos se expresan como magnitudes de cambio
respecto de la muestra control. Además, fueron  analizados y cuantificados
utilizando la técnica 2∆∆Ct (Livak & Schmittgen 2001). Los ensayos se
consideraron conformes cuando la eficiencia fue > 0,95 y < 1,05 y R2 > 0,96.
D) Estudio de la acción del 2-IHDA sobre la modulación de los PPARs y su
efecto en genes tiroideos.
1) Análisis de activación de los PPARs por el 2-IHDA
Células FRTL-5 fueron cultivadas y cotransfectadas en placa P24 tal
como se describe en C-8.4. Los tratamientos aplicados se realizaron en
un lapso de 24 h utilizando el iodolípido en estudio y agonistas
específicos de cada uno de los PPARs. Para PPAR alfa se utilizó la
droga fenofibrato y para PPAR gamma se usó Rosiglitazona maleato
(Figura 18). Las tres drogas fueron aplicadas en las mismas dosis. Los
tratamientos realizados fueron:
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• Medio 5H (CONTROL)
• Medio 6H (T)
• T + 2-IHDA 30 µM (T + 2-IHDA 30)
• T + 2-IHDA 10 µM (T + 2-IHDA 10)
• T + Fenofibrato 30 µM (T + Fenofibrato 30)
• T + Fenofibrato 10 µM (T + Fenofibrato 10)
• T + Rosiglitazona maleato 30 µM (T + Rosiglitazona 30)
• T + Rosiglitazona maleato 10 µM (T + Rosiglitazona 10)
La cotransfección se llevo a cabo con el plásmido reportero (PPRE X3-
TK Luc) para la actividad de los tres subtipos de PPARs (Forman et al,
1995) y el plásmido normalizador B-gal en proporción 0,25 µg : 0,25
µg/pocillo. La efectividad de la transfección fue normalizada mediante la
actividad beta-galactosidasa, para ello se empleó la misma técnica
descripta en el punto C-8.4.
Para poder discriminar la actividad relativa de cada uno de los tres
subtipos de PPARs, se utilizaron quimeras de PPARs + GAL4, cuya
actividad fue reportada por el plásmido UASP X4 (Forman et al., 1995).
En otras palabras, se realizó una cotransfección utilizando plásmido
quimera + plásmido reportero de la actividad de la quimera + plásmido
normalizador, en proporciones 0,15 µg: 0,15 µg: 0,20 µg/pocillo. El
proceso de transfección, medición de la quimioluminiscencia y
normalización de la efectividad de transfección utilizada son los mismos
descriptos anteriormente. Los resultados se expresan en unidades
arbitrarias de densidad óptica, referidas en unidades porcentuales
respecto al control.
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A B
Figura 18: se muestra la estructura molecular de los agonistas específicos para PPAR. A)
Molécula de fenofibrato agonista específico del subtipo alfa. B) una molécula de rosiglitazona
maleato agonista del subtipo gamma.
2) Definición y estudio de los sitios putativos de interacción entre los PPARs y
el DNA de las regiones promotoras de genes tiroideos
2.1  Análisis informático de los potenciales sitios de interacción de PPARa y
PPARg sobre secuencias cóntigo de genes tiroideos.
Las secuencias contigo de DNA en dirección 3’-5’ (corriente arriba) a
partir del sitio ATG para los genes Nis, Tpo, Tg, Foxe1, Nkx2-1 fueron
obtenidas del sitio de internet “Pub Med”, mientras que para Pax8 se
dispuso de las secuencias CNS 87 definida por Nitsh et al., (2010) como
posible potenciador. Todas estas secuencias fueron analizadas con la
aplicación PROMO 3.0 tal como se muestra en la figura 17.
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Los resultados obtenidos de sitios potenciales interacción de los PPARs
permitieron diseñar cebadores que flanquearan dichas secuencias. Los
oligonucleótidos fueron diseñados con la aplicación “Primer Blast”
perteneciente al sitio PubMed (Tabla 7). También para observar si lo
sitios están conservados evolutivamente, las secuencias fueron
alineadas con el DNA humano mediante el programa Blastn suite
también perteneciente al sitio PubMed.
Figura 19: se observa la aplicación Promo 3.0 y los criterios de selección de especie y sitios de
búsqueda.
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Nombre Secuencia 5´-3´ Posicióndel ATG TA
NIS PPARa (-1880bp) sentido CTGCTAGGTGGGAATGAGGC -1909 bp
NIS PPARa (-1880bp) anti-sentido TCAAAACCAGGCACCGTGAT -1770 bp
57 ºC
NIS PPARa (-605bp) sentido AGGTCAGGACAACATGCCAG -671   bp
NIS PPARa (-605bp) anti-sentido ACCTTGCCCTTCAGCTAACC -493   bp
55 ºC
NIS PPARg (-2781bp) sentido GGCACTCACAACATGTACCG -2815 bp
NIS PPARg (-2781bp) anti-sentido GGGTTGACAGAGGGTTGGTG -2722 bp
56 ºC
NIS PPARg (-266bp) sentido TGAGCCGTCCATAGCCTTTC -326   bp
NIS PPARg (-266bp) anti-sentido GCACCCTTTCGGTCCTGG -178   bp
57 ºC
TPO PPARg (-618) sentido TGCTAAGTCTGGGCTGTGTG -683   bp
TPO PPARg (-618) anti-sentido GGACAAGAAAGGGACCTGGG -566   bp
55 ºC
TPO PPARg (-887) sentido TGGTCAGTTGAAGAGCCAGAC -914   bp
TPO PPARg (-887) anti-sentido AAGCATCCATCCACCTTTCCC -806   bp
55 ºC
Tg PPARg (-220) sentido CTAGCCTCACATTTCTTGTCCCC -246   bp
Tg PPARg (-220) antisentido GGGGTAGGACCAGTGTCCCATCT -21  bp
54ºC
CNS87 PPARa-g (-80 kb) sentido TGAACTATCCAGCATCGCACA -84,6  kb
CNS 87 PPARa-g (-80 kb) anti-sentido AGTGTTCAAGCTGGGGCTTT -84,4  kb
55 ºC
FOXE 1PPAR a (-1812) y g (-1795) sentido TTCAAGGGCATACTCCTGCG -1841 bp
FOXE 1 PPAR a (-1812) y g (-1795) anti-
sentido GGAGAAAGGAGGCAGAGAGC -1751 bp
55 ºC
FOXE 1 PPARg (-1736) sentido TTTCTCCAAAGGCAGCCAGT -1758 bp
FOXE 1 PPARg (-1736) anti-sentido TTCAGGTGTAACGTGGGTGG -1672 bp
55 ºC
NKX2-1 PPARa (-884 & -840) sentido CGCTGGGATTCTCTGGGGTA -997   bp
NKX2-1 PPARa (-884 & -840) anti-sentido GGAAAAGAAGGCTGAGGAG -707   bp
56 ºC
Tabla 7: cebadores utilizados para determinar la interacción de PPARa o PPARg con el DNA.
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2.2  Análisis de los sitios putativos de acción de los PPARs, por ChIP- PCR
en tiempo real
Células FRTL-5 fueron cultivadas tal como se describió en D.1. Luego
las placas fueron sometidas al protocolo descripto en C-9.1 y la
inmunoprecipitación de los factores de transcripción de interés
asociados a las secuencias de DNA de Nis, Tpo, Tg, Foxe1, Nkx2-1 y
Pax8 fueron incubados a 4ºC durante una noche con 2 µg del anticuerpo
de interés (PPARa y PPARg).
Los resultados obtenidos por qPCR se expresan como magnitudes de
cambio respecto de la muestra control. Además, fueron  analizados y
cuantificados utilizando la técnica 2∆∆Ct (Livak & Schmittgen 2001). Los
ensayos se consideraron conformes cuando la eficiencia fue > 0,95 y <
1,05 y R2 > 0,96.
3) Estudio de la modulación del RNAm por activación e inhibición de los PPARs
3.1 Estudio de la modulación del RNAm de los PPARs por medio de sus
agonistas, 2-IHDA y RNA pequeños de interferencia (siRNAs)
Se cultivaron células FRTL-5 hasta 80-90% de confluencia en placa
p100 con medio 6H. Luego se retiró dicho medio y aplicó medio 5H
durante 72h. Al finalizar, las células fueron despegadas de la placa
mediante la acción de la enzima tripsina. Una vez despegadas las
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células, se bloqueó la acción de la misma con igual volumen de SFB.
Las células fueron recogidas en un tubo tipo Falcon de 15 ml y se
procedió a centrifugarlas durante 5 min a 800g. Se descartó el
sobrenadante y resuspendió el botón de células en 4 volúmenes de
medio 5H. Inmediatamente, un subgrupo de células fue utilizado para
inhibir la producción de PPARs a través de reverso-transfección con
(120 picomoles de concentración final/3.000.000 células) siRNA para
PPARa (Ambion USA, Cat: s130648) y para PPARg (Ambion USA,
cat:s130411) aplicando el protocolo propuesto por el kit siPORTtm
NeoFXtm Transfection Agent (Ambion, USA) . Los tratamientos se
llevaron a cabo durante 24h y se desarrollaron según se menciona en
tabla 8.
Luego las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X frío y se aplicó
TRIZOL Reagent (Invitrogen, USA) directamente sobre las células. Paso
siguiente, se aplicó el protocolo correspondiente, llevándose a cabo la
dilución final en agua libre de RNAsa y DNAsa para biología molecular
(Biodynamics, Argentina). La RT-PCR se desarrolló de igual manera que
lo descripto en el punto C-7.1 Posteriormente se llevó a cabo la qRT-
PCR según lo descripto en C-7.3 para los genes PPARa y PPARg. Para
ello se utilizaron los cebadores mencionados en la tabla 9.
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Medio 5H (CONTROL)
Medio 6H (T)
T + 2-IHDA 30 µM
T + 2-IHDA 10 µM
T + Fenofibrato 30 µM
T + Fenofibrato 10 µM
T + Rosiglitazona maleato30 µM
T + Rosiglitazona maleato10 µM
T + siRNA PPARa
T + siRNA PPARa + 2-IHDA 30 µM
T + siRNA PPARa + Fenofibrato 30 µM
T + siRNA PPARa + Rosiglitazona maleato 30 µM
T + siRNA PPARg
T + siRNA PPARg + 2-IHDA 30 µM
T + siRNA PPARg + Fenofibrato 30 µM
T + siRNA PPARg + Rosiglitazona maleato 30 µM
Tabla 8: tratamientos aplicados durante 24 h a células FRTL-5 para estudiar la acción del 2-
IHDA a través de los PPARs utilizando para ello 2-IHDA, agonistas y siRNA específicos de
cada subtipo de PPAR.
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Tabla 9: cebadores utilizados en qRT-PCR para determinar la modulación de los PPARs bajo
efecto de sus agonistas, 2-IHDA y de silenciamiento con siRNA.
4) Estudio de la captación de 125I por activación e inhibición de los PPARs
Células FRTL-5 fueron cultivadas en placas tipo P24 tal como se describió en
B-1.1. Luego se aplicó 1 µCi / pocillo de 125I (New England Nuclear, USA) y se
incubó en estufa a 37 ºC durante 45 min. y rápidamente fueron lavadas tres
veces con buffer fosfato salino (PBS – NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; NaHPO4 10
mM y KH2PO4 2 mM ) 1X más KI 1µM; posteriormente se le aplicó 0,5 ml de
NaOH 0,3 M durante 48 h. Luego se tomó 0,1 ml de cada pocillo y se procedió
a medir la radioactividad. Los resultados fueron normalizados midiendo la
cantidad de proteína contenida en cada pocillo por el método de Lowry et al,
(1951). Los resultados son expresados como cuentas por minuto (CPM) / µg de
proteína.
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E) Estudio de la regulación epigenética de los genes tiroideos a través del
estudio de  a acetilación de Histona H3 por Chip- PCR en tiempo real
Células FRTL-5 fueron cultivadas tal como se describió en B-1.1. Luego
a las placas se les aplicó el tratamiento descripto en 9.1 y por último se obtuvo
la inmunoprecipitación de las Histonas H3 acetiladas asociadas al DNA al
incubar con 2 µg del anticuerpo “Ac-Histone H3 Antibody (Lys9/14)” de la
empresa Santa Cruz biotechnology (nº cat sc-8655). Los resultados obtenidos
fueron analizados y cuantificados utilizando la técnica 2 ∆∆Ct (Livak &
Schmittgen 2001). Los ensayos se consideraron conformes cuando la eficiencia
fué > 0,95 y < 1,05 y R2 > 0,96 (Tabla 10).
Nombre Secuencia 5´-3´ Posicióndel ATG TA
NIS Exon 1 (-140bp) sentido TGAGCCGTCCATAGCCTTTC -140   bp
NIS Exon 1 (+357bp) anti-sentido GCACCCTTTCGGTCCTGG +357   bp
57 ºC
TPO Proximal (-683) sentido TGCTAAGTCTGGGCTGTGTG -683   bp
TPO  Proximal (-566) anti-sentido GGACAAGAAAGGGACCTGGG -566   bp
55 ºC
Tg proximal (-246) sentido CTAGCCTCACATTTCTTGTCCCC -246   bp
Tg proximal (-21) anti-sentido GGGGTAGGACCAGTGTCCCATCT -21    bp
54ºC
Tabla 10: cebadores utilizados para la cuantificación de la acetilación de histona H3 en las
regiones promotoras allí mencionadas.
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F) Análisis estadístico de los datos
Para los datos que cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas se utilizó el ANOVA haciendo las comparaciones
con el test Student- Newman- Keuls (para comparaciones múltiples) para ello
se utilizó el programa InfoStat. Todos los ensayos comprendidos en las
secciones B, C, D y E se realizaron 4-6 veces y por cuadruplicado.
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Resultados
A) Estabilidad del 2-IHDA
Con el fin de estudiar la estabilidad del iodolípido sintetizado según se
detalla en materiales y métodos sección A, el mismo fue incubado en medio 6H
durante períodos de tiempo de 24, 48 y 72 h. y analizado por HPLC, resonancia
magnética nuclear e infrarrojo (Figura 20). El resultado obtenido demostró que
el compuesto es estable y no se deshalogena bajo nuestras condiciones de
trabajo.
Figura 20: Análisis de 2-IHDA por infrarrojo. El iodolípido fue incubado en medio 6H durante
72h a 37ºC en presencia de 5% CO2 y humedad relativa >98%.
B) Efectos del 2-IHDA sobre la proliferación de la célula tiroidea
Para realizar los ensayos de proliferación celular, las células fueron
cultivadas hasta un 80% de confluencia y luego privadas de la acción de la
TSH durante 72, al cabo de dicho tiempo se aplicaron los distintos tratamientos
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durante distintos períodos de tiempo: 24, 48 y 72 h. La viabilidad celular fue
evaluada mediante el ensayo de exclusión con azul tripán y con MTT como
método colorimétrico. Se demostró que tanto el KI como el 2-IHDA poseen
efectos inhibitorios significativos sobre las células FRTL-5 y que estos efectos
fueron dosis dependiente. En ambos casos a mayor dosis, mayor fue el efecto
de inhibición (Tablas 11 y 12).
24 h 48 h 72 h
Control 100,00 100,00 100,00
TSH (T) 121,27 ± 1,03 ººº 145,71 ± 1,11 ººº 218,48 ± 2,41 ººº
T + 2-IHDA 5 116,42 ± 1,72 132,54 ± 1,59 ** 194,65 ± 3,26 ***
T + 2-IHDA 10 107,64 ± 1,78 *** 116,13 ± 0,82 *** 162,46 ± 1,68 ***
T + 2-IHDA 30   99,09 ± 1,18 ***   87,99 ± 0,59 *** 112,48 ± 0,89 ***
T + KI 5 120,51 ± 0,36 138,48 ± 2,40 203,04 ± 5,08 *
T + KI 10 116,15 ± 1,31 127,00 ± 0,49 ** 182,83 ± 1,95 ***
T + KI 30 108,96 ± 1,87 *** 123,59 ± 1,54 *** 161,59 ± 3,12 ***
Tabla 11: Efecto del KI y del 2-IHDA sobre la viabilidad de células FRTL-5. Resultados
obtenidos a partir de la técnica de MTT a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h). Los mismos son
expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; *p< 0,05, **p< 0,01 y
***p< 0,01  vs. TSH.
24 h 48 h 72 h
Control 100,00 100,00 100,00
TSH (T) 129,42 ± 1,94 ººº 165,13 ± 1,98 ººº 199,72 ± 3,62 ººº
T + 2-IHDA 5 110,78 ± 1,72 *** 127,76 ± 3,24 *** 154,22 ± 1,80 ***
T + 2-IHDA 10   96,80 ± 1,66 *** 114,27 ± 2,50 *** 119,05 ± 3,69 ***
T + 2-IHDA 30   75,07 ± 2,33 ***   82,99 ± 5,01 ***   81,39 ± 4,97 ***
T + KI 5 122,61 ± 3,88 139,22 ± 1,98 *** 164,61 ± 5,11 ***
T + KI 10 109,87 ± 2,29 *** 128,75 ± 2,23 *** 131,20 ± 3,42 ***
T + KI 30   94,49 ± 3,12 *** 107,88 ± 4,63 *** 108,23 ± 4,43 ***
Tabla 12: Efecto del KI y del 2-IHDA sobre la proliferación de células FRTL-5. Resultados
obtenidos por la técnica de exclusión con azul de tripan a diferentes tiempos (24, 48 y 72 h).
Los mismos son expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; *p<
0,05, **p< 0,01 y ***p< 0,01  vs. TSH.
Estos resultados, ya publicados previamente, nos sirvieron como control para
demostrar que el 2-IHDA efectivamente actúa en nuestro modelo.
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C) Efectos del iodolípido sobre la función de la célula tiroidea
1) Estudio de la captación de 125I
Sabiendo que el 2-IHDA inhibe la proliferación celular se estudió su rol
sobre la función tiroidea. Una de las principales funciones diferenciadas de las
células tiroideas es la de concentrar iodo, por tanto el transporte desde la
membrana basal hacia el citosol se convierte en el factor inicial y limitante de la
síntesis de HT. Se investigó el efecto del KI y del 2-IHDA sobre la captación de
125I inducido por TSH a diferentes concentraciones y períodos de tiempo. Se
observó que el 2-IHDA mimetiza y profundiza aun más el efecto inhibitorio
generado por el KI y que el efecto se mantiene al menos durante 48h. En este
sentido, el 2-IHDA promovió una disminución de la entrada de 125I: 35, 40 y
70% para las dosis de 5, 10 y 30 µM a las 24 h de tratamiento respectivamente.
A las 48 h de tratamiento la disminución fue mayor: 51, 64 y 77% para las dosis
antes citadas. Mientras que para KI a las 24 h en las mismas dosis la
disminución de la captación fue de 33; 36 y 51 % y 46; 51 y 64% para 48 h
(Tabla 13).
125I cpm/μg proteína
24 h 48 h
Control   3,18 ± 0,23°   5,04 ± 1,10
TSH (T)  15,73 ± 1,01°° 35,98 ± 2,99°°
T + 2-IHDA 5 10,20 ± 1,33* 17,35 ± 0,81**
T + 2-IHDA 10   9,35 ± 0,41* 12,84 ± 0,55**
T + 2-IHDA 30    4,68 ± 0,37**   8,06 ± 0,80**
T + KI 5 10,39 ± 0,46* 19,21 ± 1,60**
T + KI 10 10,05 ± 0,85* 17,47 ± 1,22**
T + KI 30   7,60 ± 0,94* 12,97 ± 1,26**
Tabla 13: Efecto del KI y del 2-IHDA
sobre la captación de ioduro en células
FRTL-5 luego de ser tratadas durante
24 y 48 h. Los resultados estan
expresados como la media ± ESM de
cada grupo. ºp< 0,001 vs. Control; *p<
0,05, **p< 0,01 vs. TSH.
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2) Estudio del Eflujo de 125I
Con el objeto de determinar si el 2-IHDA posee efectos sobre el
transporte del ioduro desde el citosol hacia el exterior celular (eflujo), células
FRTL-5 fueron tratadas y analizadas según se describió en la sección anterior.
En los ensayos realizados se observó que el iodolípido estudiado promueve un
incremento del 20% en el eflujo del halógeno a la dosis más alta (Figura 21-a).
Por el contrario, a las otras dosis se observó una tendencia sin diferencias
significativas. Con respecto al KI, se observó que ejerce un incremento sobre el





















Basal TSH (T) T + IHD 30 µM T + IHD 10 µM T + IHD 5 µM
Figura 21-a: Efecto del 2-IHDA a diferentes dosis sobre el eflujo de ioduro en células FRTL-5 a
























Basal TSH (T) T + KI 30 µM T + KI 10 µM T + KI 5 µM
Figura 21-b: Efecto del KI a diferentes dosis sobre el eflujo de ioduro en células FRTL-5 a 24
h; *p< 0,001; **p< 0,01; ***p< 0,05 vs. TSH.
3) Estudio de la captación de DOG-3H
Es sabido que el exceso de ioduro modula el transporte celular a través
de la membrana, no solo del ioduro sino también de otros metabolitos. Con tal
fin se estudió el efecto del 2-IHDA sobre la captación y eflujo de ioduro y para
determinar su efecto generalizado sobre la membrana de la célula tiroidea se
observó el efecto sobre la captación de 3H-DOG un azúcar no metabolizable.
Se pudo observar que tanto el iodolípido como el KI promueven la
inhibición de la captación 3H-DOG  y el patrón obtenido es dependiente de la
concentración y el tiempo ensayado (Tabla 14). La concentración más alta de
2-IHDA promovió sobre la captación una total abolición a las 24 h y un efecto
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24 h 48 h
Control 11,38 ± 0,32 23,88 ± 0,58
TSH (T) 14,72 ± 0,40° 36,33 ± 0,67°
T + 2-IHDA 5 13,03 ± 0,39*   33,19 ± 0,51**
T + 2-IHDA 10 11,34 ± 0,28*** 30,77 ± 0,49***
T + 2-IHDA 30 9,09 ± 0,29*** 18,23 ± 0,29***
T + KI 5    13,11 ± 0,41 33,48 ± 0,58*
T + KI 10    12,43 ± 0,37* 31,05 ± 0,61***
T + KI 30    11,84 ± 0,31* 26,88 ± 0,53***
Tabla 14: Efecto del KI y del 2-IHDA sobre la captación de 3H-DOG en células FRTL-5 luego
de 24 y 48 h. Cada valor es el resultado de 4 ensayos experimentales independientes y por
cuadruplicado Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºp< 0,001
vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01; *p< 0,05 vs. TSH.
4) Estudio de la producción de H2O2 extracelular
La producción de peroxido de hidrogeno en la membrana apical de la
célula tiroidea constituye un elemento crucial en la organificación del iodo y
síntesis de HT, debido a que actúa como aceptor de electrones. El efecto Wolff-
Chaikoff es mediado por la producción de H2O2  donde a medida que aumenta
el ioduro aumenta la síntesis de HT, pero superado cierto umbral, la síntesis se
suspende. Es decir que el ioduro posee un efecto bivalente dependiente de la
concentración. Con la finalidad de determinar si el 2-IHDA genera similares
efectos se propuso estudiar este parámetro.
Los resultados obtenidos en los tratamientos de 2-IHDA (Tabla 15),
demuestran que existe un estímulo en la producción de H2O2 a las dosis más
bajas (5 µM = 72% y 10 µM = 54%) y una fuerte inhibición a la dosis más alta
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(30 µM = 50%) respecto de TSH. Similares resultados pero menos
pronunciados fueron obtenidos con el KI (Tabla 15).
%
Control      100
TSH (T) 81,8.± 1,1
T + 2-IHDA 5 141,1 ± 4,2***
T + 2-IHDA 10 126,2 ± 7,5***
T + 2-IHDA 30  40,3 ± 4,1***
T + KI 5 121,4 ± 7,7***
T + KI 10 108,2 ± 1,6***
T + KI 30 76,9 ± 3,5***
Tabla 15: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre la producción
extracelular de H2O2 en células FRTL-5. Cada valor es el resultado de 4 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la
media ± ESM de cada grupo. ***p< 0.001; **p< 0,01; *p< 0,05 vs. TSH.
5) Estudio de los niveles intracelulares de Ca2+ libre
De los resultados expuestos en el ítem anterior y en concordancia con el
hecho de que las enzimas productoras de H2O2 (DUOX1 y DUOX2) son
estimuladas en sus dominios intracelulares por el Ca2+ a través de la ruta de
señalización del inositol fosfato, resultó necesario estudiar si el 2-IHDA modula
los niveles de Ca2+ libre intracelular.
Los datos observados se correlacionaron con los de producción de H2O2
donde el iodolípido estimula significativamente la liberación de calcio en un
52% a la dosis más baja y hacia las dosis más altas (10 y 30 µM) se observó
una caída del estímulo hasta alcanzar los niveles de TSH. Respecto a KI se




TSH (T) 75,4.± 6,9± 5
T + 2-IHDA 5 114,6 ± 4,2**
T + 2-IHDA 10 102,5 ± 7,5
T + 2-IHDA 30 75,4 ± 4,1
T + KI 5   93,7 ± 7,2
T + KI 10 100,7 ± 4,6**
T + KI 30 107,5 ± 7,4****
Tabla 16: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre los niveles de
Ca++ libre intracelular en células FRTL-5. Cada valor es el resultado de 4 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la
media ± ESM de cada grupo. ***p< 0,001; **p< 0,01; *p< 0,05 vs. TSH.
6) Estudio de las proteínas tiroideas
Con el objetivo de estudiar si los efectos observados sobre los
parámetros fisiológicos de la célula tiroidea están correlacionados con los
niveles de proteína se desarrolló Western blot para proteínas de interés (Figura
22). Mediante la semicuantificación de los niveles proteicos se observó que el
2-IHDA promueve una disminución dosis dependiente de los niveles de NIS,
TG y TPO. Por otra parte, el efecto sobre DUOX2 es de estimulación a las
dosis más bajas (5 y 10 µM) y de inhibición a la dosis más alta (30 µM).
También se procedió a estudiar los niveles proteicos de los principales
factores de transcripción. Se determinó que el iodolípido al igual que el KI
promueve una disminución dosis dependiente de FOXE-1 y PAX-8, mientras
que por el contrario los niveles proteicos de NKX2-1 están aumentados (Figura
22).
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     1,0           3,9 3,0            2,3           1,7   3,3           3,0           1,8  Magnitud de cambio
 1,0           2,8  2,0            1,6          1,2 2,5  2,2     2,0        Magnitud de cambio
1,0           1,4 1,1            1,4          0,6              1,1  1,0           0,8        Magnitud de cambio
1,0           1,1            0,9            1,5          0,6              1,1           1,2           0,9       Magnitud de cambio
1.0  3.5 2.4            1.8          1.7              3.2          2.8          2.5        Magnitud de cambio
     1,0            0,6            0,8            1,3          1,4              0,7          0,9           0,8       Magnitud de cambio
     1,0           4,7             4,6            2,8          1,4     4,6          3,7           3,1 Magnitud de cambio
Figura 22: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de 2-IHDA y KI luego de 24 h de
tratamiento sobre los niveles proteicos de NIS, TPO, Tg, DUOX2, PAX-8, NKX2-1 y FOXE1 en
células FRTL-5. Debajo de cada banda se expresa el valor promedio de 4-6 ensayos
realizados.
7) Estudio de los RNAm
Ante los efectos observados sobre los niveles proteicos de las proteínas
de membrana y sus factores de transcripción (analizados en el item b.6) en
respuesta a los tratamientos realizados con 2-IHDA y KI, se propuso estudiar
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los RNAm ya mencionados sino que también se incluyó a Duox1 como
productor secundario de H2O2 y a Pds como participe principal en el eflujo de
iodo. El resultado obtenido a partir de la cuantificación relativa de los RNAm
demostró una firme correlación entre lo observado a nivel fisiológico – proteico
y transcripcional (Tabla 17 y Figuras 23 a y b).
Nis Tpo Tg
Control       1,00        1,00        1,00
TSH (T)     39,50  ±  6,20ººº    147,50 ± 11,40ººº        8,59 ±   0,46ººº
T + 2-IHDA 5     41,80  ±  1,60   108,00 ± 12,40        4,11 ±   0,90***
T + 2-IHDA 10 14,58  ±  0,48***      31,00 ± 10,50***       2,23 ±   0,54***
T + 2-IHDA 30       2,63  ±  0,90***        3,37 ±   1,16***        1,01 ±   0,51***
T + KI 5     35,80  ±  5,90    105,92 ±   7,30        3,26 ±   0,60***
T + KI 10     33,40  ±  3,90      43,57 ±   5,23**        2,77 ±   0,14***
T + KI 30       3,15  ±  0,50***      17,89 ±   5,37**    2,45 ±   0,64***
Duox1 Duox2 Pds
Control        1,00        1,00        1,00
TSH (T)      29,90 ±   6,30ººº        5,46 ±   0,41ºº 0,14 ±   0,08
T + 2-IHDA 5      11,94 ±  0,89***      41,21 ±   5,04*** 0,12 ±   0,04
T + 2-IHDA 10        4,47 ±   0,95***        9,70 ±   1,03        0,21 ±   0,09
T + 2-IHDA 30        4,66 ±   0,67***        2,20 ±   0,89 2,64 ± 0,78**
T + KI 5      16,80 ±   0,98 16,45 ±   2,03*   0,20 ± 0,09
T + KI 10        9,47 ±   0,25***        7,91 ±   0,85 0,18 ±   0,03
T + KI 30        1,99 ±   0,58***        3,55 ±   0,72 0,17 ±   0,04
Tabla 17: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes
concentraciones de KI y 2-IHDA sobre los niveles de RNAm en células FRTL-5. Los
tratamientos fueron aplicados durante 48 h. Cada valor es el resultado de 4 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la
media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp< 0,01; ºp< 0,05 vs. Control; ***p< 0,001; **p<
0,01; *p< 0,05 vs. TSH.
Pax8 Nkx2-1 Foxe1
Control       1,00        1,00        1,00
TSH (T)       2,50  ±  0,41º        1,46 ±   0,59        2,52 ±   0,31
T + 2-IHDA 5       1,48  ±  0,27       0,77 ±   0,08        0,72 ±   0,56*
T + 2-IHDA 10       0,93  ±  0,36*        1,26 ±   0,38 0,68 ±   0,20*
T + 2-IHDA 30 1,07  ±  0,04*        1,57 ±   0,52        0,85 ±   0,20*
T + KI 5       1,94  ±  0,14        1,53 ±   0,58       1,07 ±   0,38
T + KI 10       1,65  ±  0,54        2,04 ±   0,14        1,38 ±   0,17








































































































































































































































































































Figura 23-a: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes
concentraciones de KI y 2-IHDA sobre los niveles de RNAm de Nis, Pds, Tpo, Tg Duox1 y
Duox2 respectivamente. Los tratamientos fueron aplicados durante 48 h. Cada valor es el
resultado de 4 ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son
expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp< 0,01; ºp< 0,05 vs. Control;
























































































































































































Figura 23-b: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes
concentraciones de KI y 2-IHDA sobre los niveles de RNAm de Foxe1, Nkx2-1 y Pax8
respectivamente. Los tratamientos fueron aplicados durante 48 h. Cada valor es el resultado de
4 ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados
como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp< 0,01; ºp< 0,05 vs. Control; ***p< 0,001;
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8) Estudio de las regiones promotoras de los genes tiroideos
Se propuso estudiar el mecanismo por el cual el 2-IHDA y el KI ejercen
su regulación transcripcional sobre la expresión de los genes analizados por
qRT-PCR. Con tal fin se realizaron ensayos de transfección con plásmidos
conteniendo la región promotora de Nis, Tg, Tpo, Duox1, Duox2, Pds, Nkx2-1,
Foxe1 y Pax8 (Tabla 18 y Figuras 24 a, b y c). Se evaluó la intensidad lumínica
desprendida del complejo luceferina-luciferasa como marcador de la actividad
transcripcional y como normalizador se utilizó la actividad beta-galactosidasa.
Los resultados obtenidos estuvieron comprendidos dentro de lo
esperado, puesto que se correlacionaron, en lo general, con lo observado por
las técnicas de Western blot y qRT-PCR.  Las construcciones para Nis, Tg,
Tpo, Duox1 demostraron una disminución de la actividad enzimática en función
de la dosis aplicada. Por el contrario, Pds demuestra una leve tendencia a
incrementar su actividad promotora tornándose en un aumento significativo a la
dosis más alta del iodolípido. Por último, sobre el constructo de Duox2 se pudo
observar un aumento de la actividad transcripcional a la dosis más baja y una
disminución muy pronunciada a la más alta.
Con respecto a las construcciones de los factores de transcripción Pax8
y Foxe1 se observó una disminución de la actividad a nivel transcripcional en
función de la dosis ensayada. Nkx2-1 por el contrario, denotó una disminución
en su actividad transcripcional bajo el efecto de la TSH, la cual fue revertida por
el iodolípido y el KI.
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Nis Tpo Tg
Control 100,00 100,00 100,00
TSH (T) 201,21 ± 11,47ººº 193,05 ±  9,07ººº 261,10 ± 11,23ººº
T + 2-IHD 5 180,48 ±   4,02 166,02 ±  5,02 219,32 ± 12,27
T + 2-IHD 10 157,34 ±  4,63*** 128,96 ±  4,63*** 177,81 ± 11,49***
T + 2-IHD 30   93,16 ±  7,04***   67,57 ±  9,65***   84,33 ±  9,92***
T + KI 5 179,68 ±  4,83 174,90 ± 10,04 221,15 ±  6,01
T + KI 10 165,39 ±  3,02** 144,40 ±  8,30*** 206,79 ± 10,18
T + KI 30 149,50 ±  7,85*** 121,43 ±  9,07*** 173,11 ± 18,02***
Duox1 Duox2 Pds
Control 100,00 100,00 100,00
TSH (T) 174,83 ± 3,67ººº 138,89 ±  5,56ººº 105,70 ±  3,42
T + 2-IHD 5 163,64 ± 3,85 166,39 ±  5,00* 121,07 ±  3,84
T + 2-IHD 10 131,64 ± 4,20*** 129,17 ±  5,14 132,62 ± 10,03
T + 2-IHD 30   73,25 ± 8,22***   50,00 ± 12,08*** 144,75 ±  5,31*
T + KI 5 156,12 ± 5,24 160,14±  3,75 109,36 ±  5,07
T + KI 10 136,01 ± 1,92*** 137,22± 2,92 117,87 ±  2,19
T + KI 30 115,73 ± 4,20*** 105,28± 3,61** 123,90 ±  2,53
Pax8 Nkx2-1 Foxe1
Control 100,00 100,00 100,00
TSH (T) 153,85 ± 2,92ººº   76,92 ± 1,92ººº 263,16 ± 16,32ººº
T + 2-IHD 5 123,23 ± 5,08***   86,54 ± 2,62* 238,16 ±  8,42
T + 2-IHD 10 101,08 ± 3,54***   95,69 ± 1,85*** 195,26 ± 5,79***
T + 2-IHD 30   84,00 ± 3,08*** 109,69 ± 2,77***   32,37 ± 10,26***
T + KI 5 130,00 ± 7,54*** 88,92 ± 2,46** 241,58 ±  9,74
T + KI 10 115,38 ± 4,92***   89,62 ± 1,46** 211,32 ± 3,42*
T + KI 30 107,23 ± 4,46***   95,54 ± 4,15*** 196,58 ± 5,00***
Tabla 18: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre células FRTL-5,
que fueron transfectadas de manera transiente con diferentes regiones promotoras acopladas
al gen de luciferasa (Luc) -utilizado como reportero. La actividad Luc se analizó luego de 24 h y
se normalizó por β-galactosidasa. Cada valor es el resultado de 4-6 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de








































































































































Figura 24-a: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre las regiones
promotoras de los genes Nis (a), Tpo (b) y Tg(c) en células FRTL-5, que fueron transfectadas de
manera transiente. La actividad Luc se analizó luego de 24 h de tratamiento y se normalizó por β-
galactosidasa. Cada valor es el resultado de 4-6 ensayos experimentales independientes y por
cuadruplicado Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp<































































































































































Figura 24-b: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre las regiones
promotoras de los genes Duox1 (a), Duox2 (b) y Pds(c) en células FRTL-5, que fueron transfectadas
de manera transiente. La actividad Luc se analizó luego de 24 h de tratamiento y se normalizó por β-
galactosidasa. Cada valor es el resultado de 4-6 ensayos experimentales independientes y por
cuadruplicado Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp<
0,01; ºp< 0,05 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01; *p < 0,05 vs. TSH.
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Figura 24-c: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre las regiones
promotoras de los genes Pax8 (a), Foxe1 (b) y Nkx2-1(c) en células FRTL-5, que fueron transfectadas
de manera transiente. La actividad Luc se analizó luego de 24 h de tratamiento y se normalizó por β-
galactosidasa. Cada valor es el resultado de 4-6 ensayos experimentales independientes y por
cuadruplicado Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp<
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9) Estudio de la interacción de los factores de transcripción PAX8, NKX2-1 y FOXE1
con el DNA de genes tiroideos.
Considerando los resultados obtenidos a nivel de actividad luciferasa de las
regiones promotoras, donde se demostró el efecto del 2-IHDA sobre los genes
ensayados, se propuso estudiar posibles cambios en la interacción de los factores de
transcripción (PAX8, NKX2-1 y FOXE1) con el DNA de los sitios descriptos para Nis,
Tpo, Tg, Duox2 y Cns87 (Tabla 19 y Figuras 25 a, b y c).
El resultado obtenido por la técnica de ChIP permitió observar que el 2-IHDA
promueve una disminución significativa de la interacción de PAX8 con el DNA en las
regiones promotoras de Nis, Tg y Tpo como así también sobre el potenciador de Nis.
Por el contrario, el iodolípido y el halógeno incrementaron la actividad de NKX2-1 a
las dosis ensayadas. Estos resultados permiten observar que ambos factores de
transcripción poseen una relación directa entre el nivel de RNAm, cantidad de
proteína observada y cuantificación de la interacción con el DNA.
El factor FOXE1 se vió estimulado de manera significativa en su interacción
con las regiones promotoras de Tg y Tpo a la dosis más alta y en menor medida
sobre Nis. Con respecto a Duox2 se analizó el sitio descrito por Fernández et al.,
(2015) y se determinó una disminución en la asociación del factor a la dosis más baja
y un pronunciado y significativo aumento a la dosis más alta. El KI en todos los casos
posee un efecto de igual sentido pero menor magnitud.
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PromotorFactor de
transcripción Tratamiento Nis Proximal Nue Tpo Tg Duox2 Cns87
Control   1   1   1   1
TSH (T)   2,6 ± 0,1ººº   3,2 ± 0,1ººº   3,7 ± 0,1ººº   4,6 ± 0,2ººº
T + 2-IHDA 10   2,4 ± 0,2   3,2 ± 0,1   1,9 ± 0,2***   2,5 ± 0,1***
T + 2-IHDA 30   0,8 ± 0,1***   1,7 ± 0,2***   1,1 ± 0,1***   2,4 ± 0,2***
T + KI 10 2,5 ± 0,2   3,3 ± 0,1   3,1 ± 0,2*   3,1 ± 0,1**
PAX8
T + KI 30   1,7 ± 0,2***   1,9 ± 0,2***   3,0 ± 0,3*   2,1 ± 0,2***
Control   1   1   1   1 1
TSH (T)  1,7 ± 0,5   8,0 ±   0,7ººº   2,9 ± 1,3   1,4 ± 0,3 0,5 ± 0,01
T + 2-IHDA 10 16,0 ± 3,2*** 46,1 ± 10,1*   3,2 ± 0,4   4,5 ± 0,5* 2,9 ± 0,1 ***
T + 2-IHDA 30 18,5 ± 3,3*** 23,7 ±   5,6* 22,7 ± 4,0***   4,9 ± 1,5* 3,8 ± 0,2 ***
T + KI 10   2,4 ± 0,8 40,1 ± 11,1*   2,3 ± 0,6   2,1 ± 0,6 1,9 ± 0,2 ***
NKX2-1
T + KI 30   8,4 ± 3,0 45,2 ± 11,8*   7,7 ± 2,3   5,2 ± 0,6** 4,8 ± 0,2 ***
Control   1   1   1   1 1
TSH (T)   0,3 ± 0,0ººº   4,2 ±  1,0ººº   1,9 ± 0,2   2,5 ± 0,4 0,39 ± 0,07ººº
T + 2-IHDA 10   0,4 ± 0,0 11,3 ±  3,2***   3,7 ± 1,2   6,5 ± 0,6 0,22 ± 0,04
T + 2-IHDA 30   0,7 ± 0,2   2,0 ± 0,4 32,7 ± 7,9*** 13,4 ± 3,5*** 2,53 ± 0,17***
T+ KI 10   0,3 ± 0,1   1,8 ± 0,3   2,8 ± 1,0   2,7 ± 0,4 0,26 ± 0,03
FOXE1
T + KI 30  0,9 ± 0,6   2,0 ± 0,6   2,3 ± 0,4   4,3 ± 0,4 0,49 ± 0,08
Tabla 19: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre la interacción de los
factores de transcripción PAX8, NKX2-1 y FOXE1 sobre las regiones promotoras de los genes Nis y
su potenciador Nue, Tg, Tpo, Duox2 y Cns87 en células FRTL-5. Los resultados se obtuvieron luego
de 24 h de tratamiento mediante la aplicación de la técnica de ChIP y posterior análisis por PCR en
tiempo real. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales independientes y por
cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp<
0,01; ºp< 0,05 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01; *p< 0,05 vs. TSH.
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Figura 25-a: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre la interacción de
PAX8, NKX2-1 y FOXE1 con el DNA de la región promotora proximal del gen Nis y su potenciador
Nue en células FRTL-5. Los resultados se obtuvieron luego de 24 h de tratamiento mediante la
aplicación de la técnica de ChIP y posterior análisis por PCR en tiempo real. Cada valor es el
resultado de 4-5 ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son
expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp< 0,01; ºp< 0,05 vs. Control; ***p<
0,001; **p< 0,01; vs. TSH; *p< 0,05 vs. TSH.



















































































Figura 25-b: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre la interacción de






















NKX2-1 con el DNA de la región potenciadora de Pax8 (der.) en células FRTL-5. Los resultados se
obtuvieron luego de 24 h de tratamiento mediante la aplicación de la técnica de ChIP y posterior
análisis por PCR en tiempo real. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada
grupo. ºººp< 0,001; ººp< 0,01; ºp< 0,05 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01; *p< 0,05 vs. TSH.
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Figura 25-c: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de KI y 2-IHDA sobre la interacción de
PAX8, NKX2-1 y FOXE1 con el DNA de la región promotora proximal de Tpo (A) y Tg (B) en células
FRTL-5. Los resultados se obtuvieron luego de 24 h de tratamiento mediante la aplicación de la
técnica de ChIP y posterior análisis por PCR en tiempo real. Cada valor es el resultado de 4-5
ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la
media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp< 0,01; ºp< 0,05 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01; vs.
TSH; *p< 0,05 vs. TSH.
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D) Estudio de la acción del 2-IHDA sobre la modulación de los PPARs y su
efecto en genes tiroideos.
Los PPARs como ya se ha mencionado, son miembros de la superfamilia de
receptores nucleares y existen tres subtipos: alfa (α); beta (β) y gamma (γ). Se han
identificado distintos ligandos endógenos para PPAR alfa y gamma. El subtipo alfa
puede interaccionar con ácido palmítico, ácido esteárico, ácido oleico, ácido linoleico,
ácido araquidónico y eicosapentanoico. Por su parte, el subtipo gamma puede
interaccionar con ácido linoleico, ácido araquidónico y prostaglandinas (Kota et al
2004). Por consiguiente, teniendo en cuenta la estructura molecular del 2-IHDA y sus
posibles conformaciones tridimensionales junto con los resultados publicados por
Nuñes Anita et al (2009) y Nava-Villalba et al (2015), se propuso estudiar la
posibilidad de modulación del 2-IHDA sobre estos receptores nucleares y su
incidencia en la expresión de los genes estudiados.
1) Análisis de activación de los PPARs por el 2-IHDA
A fin de estudiar si los PPARs son modulados en su actividad por el 2-IHDA,
se transfectó un plásmido reportero conteniendo tres secuencias consenso de
respuesta a los PPARs (PPER X3- TK Luc publicado por Forman et al., 1995). Como
control de inducción de la activación de estos factores de transcripción se utilizaron
agonistas específicos. Los resultados obtenidos permitieron determinar que el 2-
IHDA promueve la activación de los PPARs de manera dosis dependiente. También
se determinó que en medio 5H, es decir en ausencia de TSH en el medio, estos
factores nucleares se mantienen activos (Tabla 20).
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Tratamiento       %
Control 100,00
TSH (T)   42,52 ± 7,99 ººº
T + 2-IHDA 10   66,33 ± 4,03 **
T + 2-IHDA 30   86,80 ± 7,08 ***
T + Fenofibrato 10   90,29 ± 4,03 ***
T + Fenofibrato 30 101,07 ± 7,18 ***
T + Rosiglitazona 10   88,94 ± 5,88 ***
T + Rosiglitazona 30 103,96 ± 11,8 ***
Tabla 20: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de 2-IHDA y agonistas específicos
(fenofibrato → PPAR alfa y rosiglitazona maleato → PPAR gamma) sobre el constructo reportero de la
actividad de los PPARs en células FRTL-5. El constructo posee tres elementos de respuesta a PPARs
asociados al promotor de Thimidine Kinase unidos al gen Luc. El valor obtenido para cada tratamiento
se normalizó por β-galactosidasa. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado cuantificado como porcentaje en función del control. Los
resultados son expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001; ººp< 0,01; ºp< 0,05 vs.
Control; ***p< 0,001; **p< 0,01; *p< 0,05 vs. TSH.
De acuerdo a los resultados obtenidos y observando que el 2-IHDA posee la
capacidad de modular de manera positiva la activación de esta familia de receptores
nucleares, se determinó mediante construcciones quiméricas cuál de los tres
subtipos era activado y en qué magnitud. Se determinó que los subtipos alfa y
gamma son modulados de manera positiva (Tabla 21). Por el contrario el subtipo
beta (o también llamado delta) demostró un comportamiento indiferente a los
tratamientos ensayados (resultados no mostrados).
De los datos obtenidos se determinó que el iodolípido en estudio posee una
mayor y significativa afinidad por el PPAR alfa vs. PPAR gamma (2-IHD30 = 183,71
vs. 104,38). A su vez, el 2-IHDA comparado con el agonista del subtipo alfa, posee
un mayor poder de activación aunque no significativo.
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Tratamiento PPAR alfa PPAR gamma
Control 100   100
TSH (T)   66,07 ±   2,81 ººº     71,45 ±     3,12ºº
T + 2-IHDA 10 141,02 ±   3,53 ***   102,98 ±   6,30
T + 2-IHDA 30 183,71 ±   5,54 ***   104,38 ±     4,28*
T + Fenofibrato 10 139,34 ± 11,85 ***   114,39 ±     4,48*
T + Fenofibrato 30 159,07 ± 19,85 ***   121,97 ±     4,5  *
T + Rosiglitazona 10   73,68 ±   5,32 1031,79 ± 112,58 ***
T + Rosiglitazona 30   75,06 ±   3,97   992,62 ±   83,05 ***
Tabla 21: Efecto ejercido por diferentes concentraciones de 2-IHDA y agonistas específicos sobre
construcciones quiméricas reporteras de la actividad específica de cada uno de los PPARs. Células
FRTL-5 fueron transfectadas de manera transciende y tratadas durante 24h. Los constructos son una
quimera de PPAR alfa, beta o gamma unidos a Gal4 que otorgan señal al activarse e interaccionar
con un segundo plásmido que posee elementos de respuesta para gal 4 fusionados al gen Luc. El
valor obtenido para cada tratamiento se normalizó por β-galactosidasa. Cada valor es el resultado de
4-5 ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados
como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs.
TSH.
Los datos obtenidos confirman que el fenofibrato presenta una alta y
significativa afinidad  por el PPAR alfa aunque algo menor que la demostrada por el
2-IHDA para las mismas concentraciones. Su efecto sobre PPAR gamma es mayor
que la del iodolípido pero no en grado significativo al compararlo con TSH. Por otra
parte la rosiglitazona maleato posee una muy alta y específica afinidad por el PPAR
gamma, mas no por el subtipo alfa.
2) Definición y estudio de los sitios putativos de interacción entre los PPARs y el
DNA de las regiones promotoras de genes tiroideos.
Los datos obtenidos a partir de las transfecciones realizadas permitieron
observar la activación de estos factores nucleares. Por consiguiente, se procedió
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a realizar una búsqueda de sitios putativos de interacción entre estos factores y el
DNA de regiones promotoras de los genes de Nis, Tg, Tpo, Pax8, Nkx2-1 y
Foxe1.
2.1 Análisis informático de los potenciales sitios de interacción de PPARa y PPARg
sobre secuencias contigo de genes tiroideos.
Las secuencias cóntigo de DNA en dirección 5’-3’ a partir del sitio ATG para
los genes Nis, Tg, Tpo, Pax8, Nkx2-1 y Foxe1, fueron analizadas con la aplicación
PROMO 3.0 y el resultado obtenido demostró que existen sitios putativos de
interacción para los genes en cuestión (Tabla 22)
Gen Factor de Transcripción Secuencia 5’-3’ Posición del ATG
PPAR gamma TGACCACTGCC -2781 bp
PPAR alfa GGGACCTTGAGC -1869 bp
PPAR alfa ATCATAGGTCCA -593 bpNis
PPAR gamma AGAAAGGGTCA -266 bp
PPAR gamma GGGGAGGGTCA -887 bpTpo PPAR gamma TGACCACTTGT -618 bp
Tg PPAR gamma TGGAGTGGTCA -220 bp
PPAR gamma TGACCTTCCTCPax8 PPAR alfa CTGACCTTCCTC - 84,4 Kb
PPAR alfa GGGAAAGGTCTC -1812 bp
PPAR alfa AACCGAGGTCAA -1794 bp
PPAR gamma AACCGAGGTCA -1795 bpFoxe1
PPAR gamma GCCAGTGGTCA -1736 bp
PPAR alfa CAGCCCCAGGG -884 bpNkx2-1 PPAR alfa GACTGGGGCTC -840 bp
Tabla 22: Sitios putativos de unión de los PPARs al DNA de regiones promotoras y sus posiciones
relativas al codón de inicio de transducción ATG obtenidos a partir del análisis de secuencias contigo
de Rattus norvegicus, con la aplicación PROMO 3.0.
Mediante la utilización del software mencionado se ha podido identificar cuatro
sitios de unión de PPARs a la región promotora del gen Nis. La más alejada del sitio
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ATG, se ubica a -2781 pares de bases y corresponde a PPAR gamma, la segunda y
la tercera corresponden a PPAR alfa y se encuentran a -1869 bp y – 593 bp
respectivamente. El cuarto sitio corresponde al subtipo gamma y es el más próximo
por ubicarse a -266 bp del ATG. Los sitios -2781 y -1869 poseen la particularidad de
flanquear el potenciador de Nis en rata, mientras que el sitio -266 se ubica
directamente dentro de la región promotora proximal.
La alineación del DNA de rata con el DNA humano permitió determinar que el
sitio gamma -2781 posee una homología del 82% (9/11) y se encuentra dentro de un
dominio conservado de 63 bp como se detalla a continuación:
5´ -> 3´
CACAACATGTACCGAGAGTACCGGGACCTGACCACTGCCGGCGCGGTCACACAGTGCTGTGAG – 2747 rata
|||||||||||||| || ||||||||||||||||| || ||||| ||||| ||||||||| ||
CACAACATGTACCGGGAATACCGGGACCTGACCACCGCAGGCGCTGTCACCCAGTGCTGTAAG -10095 hum
Por otra parte, los sitios alfa-1869 (GGGACCTTGAGC) y alfa-593
(ATCATAGGTCCA) se encuentran conservados con una homología del 82%
(9/11bp) en los sitios -909 y -1979 respectivamente. De estos datos se interpreta que
los sitios se encuentran invertidos en su disposición al comparar humanos respecto
de ratas. El sitio gamma-266 (AGAAAGGGTCA) fue identificado con una homología
de 8/11bp a -463bp de ATG.
En ratas Tpo presenta solo dos sitios de unión para el subtipo gamma, los
cuales están próximos entre si y se encuentran a – 887 bp (GGGGAGGGTCA) y –
618 bp (TGACCACTTGT) ambos se encuentran conservados con una homología de
8/11bp y en humanos se ubican a -212bp y -622bp respectivamente. Nuevamente se
observó que la disposición de los sitios es inversa a la observada en ratas.
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Tg presenta un solo sitio de unión en ratas y es para PPARg y se ubica
directamente dentro de la región promotora proximal a -220 bp (GGAGGTGGTCA).
En humanos su sitio se ubica a -2811 bp del ATG y con una correspondencia de
7/10 bp.
Pax8 posee dentro de lo que se ha definido como su potenciador –
conservado evolutivamente a través de muchas especies- ubicado a 84,4 kb del ATG
corriente arriba, un sitio de unión para PPARa (CTGACCTTCCTC) y PPARg
(TGACCTTCCTC) en lo que Nitsch et al (2010) definieron como sitio protegido cinco
(FT V) en su ensayo de foot printing. El sitio de unión para ambos PPARs se
superpone uno con el otro y varían en su secuencia solo en una base tal como se
puede apreciar en la Tabla 22.
Foxe1 posee cuatro sitios putativos de unión para los PPARs. Dos para
PPARa y dos para PPARg. Es de hacer notar que los cuatro posibles secuencias de
unión se ubican dentro de una extensión de 76 bases. Hacia el extremo más distal (-
1812 bp del ATG), se ubica un sitio alfa y en sentido proximal se ubica un sitio
gamma (-1736 bp del ATG); en medio de ellos se ubican superpuestos un sitio alfa (-
1794 bp) con uno gamma (-1795 bp) tal como ocurre en CNS87.
El sitio alfa -1812bp se encuentra en humanos a -1703bp con una
correspondencia de 8/11 bp; el sitio gamma-1736 se lo encuentra a -1928 también
con una homología de 8/11 bp. En cambio el sitio -1794 de PPARa y PPARg se
encuentra mucho más distante a -3217bp del ATG.
Nkx2-1 posee dos sitios para PPAR alfa ubicados muy próximos entre si a -
884bp (CAGCCCCAGGG) y – 840bp (GACTGGGGCTC) del codón de inicio ATG.
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Ambos se encuentran conservados casi en exacta disposición pero a -506bp y -
446bp en humanos y con una homología de 9/11 bp.
 2.2 Análisis de los sitios putativos de acción de los PPARs, por ChIP- PCR en
tiempo real
Obtenido el resultado del análisis realizado por el software PROMO 3.0 se
procedió a diseñar cebadores que flanquearan los sitios descriptos. Cabe destacar
que la técnica de ChIP permite discriminar sitios de unión para un mismo factor de
transcripción que se encuentren a más de 250 bp de distancia. Para aquellos que no
cumplen con este requisito es muy difícil poder discriminar un sitio respecto de otro.
Para Nis se diseñaron cuatro pares de cebadores y se procedió al análisis por
inmunoprecipitación de cromatina y posterior cuantificación por PCR en tiempo real.
Los datos obtenidos permitieron determinar que uno de los cuatro sitios previamente
identificados, el sitio gamma – 266, no posee actividad debido a que no se observó
señal en ninguno de los ensayos realizados.
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Sitios en Nis
Factor de transcripción Tratamiento
Alfa -1869 Alfa -593
Control   1   1
TSH (T)   0,45 ± 0,01 ººº   0,47 ± 0,11 ººº
T + 2-IHDA 10   1,18 ± 0,11 ***   0,74 ± 0,13
T + 2-IHDA 30   2,02 ± 0,10 ***   3,59 ± 0,24 ***
T + siRNA PPARa + 2-IHDA 30   0,70 ± 0,16 ªªª   8,87 ± 1,08 *** ªªª
PPAR alfa
T + siRNA PPARg + 2-IHDA 30   1,90 ± 0,19 ***   3,27 ± 0,42 ***
Gamma - 2781 Gamma – 266
Control   1 X
TSH (T)   0,19 ± 0,05 ººº X
T + 2-IHDA 10 0,43 ± 0,08 ** X
T + 2-IHDA 30   0,74 ± 0,02 *** X
T + siRNA PPARa + 2-IHDA 30   0,61 ± 0,04 *** X
PPAR gamma
T + siRNA PPARg + 2-IHDA 30   0,14 ± 0,02 ªªª X
Tabla 23: Análisis por ChIP y qPCR del efecto ejercido por diferentes dosis de 2-IHDA y la acción de
los siRNAs específicos para cada subtipo de PPAR sobre la asociación del factor de transcripción
PPAR alfa / gamma y los sitios identificados dentro de la secuencia contigo de Nis en células FRTL-5.
El nombre de los sitios alude a la ubicación de la secuencia blanco de los PPARs en relación al codón
ATG. Los tratamientos se realizaron durante 24h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ±
ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs.
T + 2-IHDA 30.
Como se puede apreciar en la Tabla 23 cuando se aplica el iodolípido se
observa un aumento en la interacción entre los subtipos de los factores
transcripcionales y los sitios alfa -1869, gamma-2781 y alfa -593.
Cuando se adicionó el RNA de interferencia diseñado para de cada subtipo el
análisis de los sitios permitió observar lo esperado en los sitios gamma-2781 y alfa-
1869. En consecuencia, el siRNA para PPAR alfa promueve una disminución de la
asociación entre el factor de transcripción y el sitio alfa-1869. Del mismo modo actúa
el siRNA para PPAR gamma en el sitio gamma-2781. Por el contrario la aplicación
del siRNA alfa ejerce sobre el sitio alfa-593 un efecto contrapuesto al esperado,
donde se observó un aumento significativo respecto de la acción del 2-IHDA.
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El estudio realizado sobre la región promotora de Tpo permitió determinar que el 2-
IHDA promueve un incremento en la interacción del PPAR gamma con los sitios
definidos, siendo más sensible a la acción del iodolípido el sitio gamma-887;
mientras que la adición del siRNA correspondiente al subtipo gamma disminuyó
significativamente la acción del iodolípido. El siRNA alfa no generó interferencia. En
Tg datos similares fueron obtenidos para el sitio gamma-220 (Tabla 24).
Sitios en Tpo Sitio en TgFactor de
transcripción Tratamiento Gamma -887 Gamma -618 Gamma -220
Control   1   1   1
TSH (T)   0,18 ± 0,06 ººº   0,27 ± 0,02 ººº   0,17 ± 0,11 ººº
T + 2-IHDA 10   0,52 ± 0,07 ***   1,42 ± 0,13 ***   0,82 ± 0,16***
T + 2-IHDA 30   2,85 ± 0,21 ***   1,61 ± 0,11 ***   2,10 ± 0,15 ***
T + siRNA PPARa + 2-IHDA 30   1,61 ± 0,27 ***   1,45 ± 0,16 ***   1,65 ± 0,13***
PPAR
gamma
T + siRNA PPARg + 2-IHDA 30   0,24 ± 0.04 ªªª   0,65 ± 0,05 **ªªª   0,62 ± 0,09 **ªªª
Tabla 24: Análisis por ChIP y qPCR del efecto ejercido por diferentes dosis de 2-IHDA y la acción de
los siRNAs específicos para cada subtipo de PPAR sobre la asociación del factor de transcripción
PPAR gamma y los sitios identificados dentro de la secuencia contigo de Tpo y Tg en células FRTL-5.
El nombre de los sitios alude a la ubicación de la secuencia blanco de los PPARs en relación al codón
ATG. Los tratamientos se realizaron durante 24h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ±
ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs.
T + 2-IHDA 30.
El gen Nkx2-1 en su región promotora posee dos posibles sitios de unión para
PPAR alfa muy próximos entre si, ubicados a -884 y -840 bp respecto del ATG.
Debido a la cercanía entre los sitios y las limitaciones de la técnica utilizada, no se
pudo diferenciar la actividad de uno y otro. No obstante, el análisis por ChIP permitió
determinar que el 2-IHDA promueve un aumento de la interacción del factor de
trascripción PPAR alfa y sus posibles sitios blanco (Tabla 25). La adición del siRNA
para el subtipo alfa promueve en contraposición a lo esperado pero al igual que lo
observado en Nis alfa-605, un aumento de la interacción entre el factor de
transcripción y el DNA (Tabla 25).
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Sitios en Nkx2-1Factor de transcripción Tratamiento
Alfa -884 & -840
Control   1
TSH (T)   0,20 ± 0,18 ººº
T + 2-IHDA 10 0,44 ± 0,14
T + 2-IHDA 30   0,89 ± 0,18 ***
T + siRNA PPARa + 2-IHDA 30 2,57 ± 0,23 *** ªªª
PPAR alfa
T + siRNA PPARg + 2-IHDA 30 1,29 ± 0,21 ***
Tabla 25: Análisis por ChIP y qPCR del efecto ejercido por diferentes dosis de 2-IHDA y la acción de
los siRNAs específicos para cada subtipo de PPAR sobre la asociación del factor de transcripción
PPAR alfa y el sitio identificado dentro de la secuencia contigo de Nkx2-1 en células FRTL-5. El
nombre de los sitios alude a la ubicación de la secuencia blanco de los PPARs en relación al codón
ATG. Los tratamientos se realizaron durante 24h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ±
ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs.
T + 2-IHDA 30.
El gen Foxe1 en una extensión de 76 bp posee cuatro sitios de unión para
PPAR, dos sitios para el subtipo alfa y dos para el subtipo gamma. Como
consecuencia de la cercanía entre ellos solo se pudo determinar la actividad media
de los dos sitios para cada subtipo además de poder discriminar entre ellos mismos.
El resultado obtenido demostró que el 2-IHDA posee la capacidad de aumentar la
interacción entre los PPARs y el DNA. La adición del siRNA para PPARg derivó en la
disminución de la actividad del subtipo en cuestión. Por el contrario, la adición del
siRNA para PPARa promovió un aumento de la actividad del subtipo alfa (Tabla 26).
Sitios en Foxe1Factor de transcripción Tratamiento Alfa -1812 & -1794
Control   1
TSH (T)   0,28 ± 0,21 ººº
T + 2-IHDA 10 0,88 ± 0,18 ***
T + 2-IHDA 30   1,19 ± 0,16 ***
T + siRNA PPARa + 2-IHDA 30 2,51 ± 0,27 *** ªªª
PPAR alfa
T + siRNA PPARg + 2-IHDA 30 1,35 ± 0,22 ***
Gamma - 1795 & -1736
Control   1
TSH (T)   0.51 ± 0,03 º
T + 2-IHDA 10 1,26 ± 0,11 *
T + 2-IHDA 30 2,52 ± 0,59 ***
T + siRNA PPARa + 2-IHDA 30 1,79 ± 0,22 **
PPAR gamma
T + siRNA PPARg + 2-IHDA 30   0.50 ± 0.08 ªªª
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Tabla 26: Análisis por ChIP y qPCR del efecto ejercido por diferentes dosis de 2-IHDA y la acción de
los siRNAs específicos para cada subtipo de PPAR sobre la asociación del factor de transcripción
PPAR alfa / gamma en los sitios identificados dentro de la secuencia contigo de Foxe1 en células
FRTL-5. El nombre de los sitios alude a la ubicación de la secuencia blanco de los PPARs en relación
al codón ATG. Los tratamientos se realizaron durante 24h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ±
ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs.
T + 2-IHDA 30.
El análisis realizado in sílico sobre Pax8 definió que existe una secuencia
dentro del potenciador, más precisamente en el sitio protegido número 5 definido por
Nisht et al (2005), donde se encuentran superpuestos los sitios de unión de los dos
PPARs en estudio. Los resultados obtenidos demostraron que el sitio posee una alta
afinidad por el PPAR gamma. Por el contrario, no se detectaron diferencias para el
PPAR alfa en las condiciones ensayadas (resultados no mostrados). La adición del
siRNA en contra del PPARg disminuyó de manera significativa la actividad
promovida por el iodolípido (Tabla 27).
Sitio en Pax8Factor de transcripción Tratamiento -84,4 Kb
Control   1
TSH (T)   0,01 ± 0,05 ººº
T + 2-IHDA 10 0,26 ± 0,09 *
T + 2-IHDA 30   2,20 ± 0,42 ***
T + siRNA PPARa + 2-IHDA 30 1,47 ± 0,14 ***
PPAR gamma
T + siRNA PPARg + 2-IHDA 30 0,61 ± 0,26 ** ªªª
Tabla 27: Análisis por ChIP y qPCR del efecto ejercido por diferentes dosis de 2- y la acción de los
siRNAs específicos para cada subtipo de PPAR sobre la asociación del factor de transcripción PPAR
gamma y el sitio identificado dentro de la secuencia contigo de Pax8 en células FRTL-5. El nombre de
los sitios alude a la ubicación de la secuencia blanco de los PPARs en relación al codón ATG. Los
tratamientos se realizaron durante 24h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada
grupo.ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs. T + 2-IHDA
30.
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3) Estudio de la modulación del RNAm por activación e inhibición de los PPARs
Los datos obtenidos han demostrado que el 2-IHDA posee la capacidad de
activar dos subtipos de PPARs, el alfa y el gamma. Además hemos identificado que
estos factores de transcripción poseen sitios de unión al DNA en genes como Nis,
Tpo, Tg, Pax8, Nkx2-1 y Foxe1. Por lo tanto como paso siguiente se procedió a
determinar si estos cambios relativos en la modulación de la activación de los PPARs
poseen efecto sobre el RNAm de los genes mencionados y de los mismos PPAR alfa
y PPAR gamma. Para ello se realizó la cuantificación mediante qRT-PCR utilizando
además del 2-IHDA, agonistas para los dos subtipos y siRNAs para su parcial
silenciamiento.
Los resultados obtenidos para Nis y Tpo, demuestran que los agonistas  mimetizan
los efectos del 2-IHDA, salvo rosiglitazona maleato sobre Tpo.  El fenofibrato posee
una mayor capacidad de modulación negativa al compararlo con rosiglitazona
maleato (Tabla 28 y  Figuras 26 y 27).
Cuando se silenciaron los genes de manera parcial, el siRNA PPARa
promovió una disminución de los niveles de RNAm de Nis y Tpo. El siRNA para
PPARg por el contrario demostró un aumento significativo de Nis pero no de Tpo
respecto de TSH.
Por otro lado, la adición de siRNA para PPARa y PPARg no inhibió el efecto


























































































































































Figura 26: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes
concentraciones de 2-IHDA, por el agonista de PPAR alfa (fenofibrato), por el agonista de PPAR
gamma (rosiglitazona maleato) y siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del RNAm de Nis en
células FRTL-5. Los tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5
ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la
media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH;
ªªªp<0,001 vs. T + 2-IHDA 30.
***
*** *** ***   ***
  ***   ***
   ***
   ***
      *





























































































































































Figura 27: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones
de 2-IHDA, por el agonista de PPAR alfa (fenofibrato), por el agonista de PPAR gamma (rosiglitazona
maleato) y siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del RNAm de Tpo en células FRTL-5. Los
tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada
grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs. T + 2-IHDA
30.
Con respecto a Tg, la aplicación de los agonistas de los PPARs modularon de
manera negativa y significativa los niveles de RNAm mimetizando los efectos
ocasionados por el 2-IHDA. El silenciamiento del PPARa, al igual que en Nis y Tpo,
impulsó una disminución de los niveles de Tg respecto de TSH, no así con el
silenciamiento del PPARg. En lo que respecta a la acción del 2-IHDA no se observó
diferencia entre siRNA PPARa + 2-IHDA vs. 2-IHDA. La aplicación del tratamiento
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Figura 28: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones
de 2-IHDA, por el agonista de PPAR alfa (fenofibrato), por el agonista de PPAR gamma (rosiglitazona
maleato) y siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del RNAm de Tg en células FRTL-5. Los
tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada
grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs. T + 2-IHDA
30.
Pax8 se vió modulado en forma negativa por el compuesto halogenado y por
el agonista Rosiglitazona maleato. El efecto ocasionado por el 2-IHDA no pudo ser
revertido mediante el silenciamiento de los PPARs. El RNA de interferencia para el
subtipo alfa reguló de manera negativa los niveles de RNAm; en contraposición el
silenciamiento del PPARg impulsó un aumento (Figura 29).
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Figura 29: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones
de 2-IHDA, agonista de PPAR alfa (fenofibrato), agonista de PPAR gamma (rosiglitazona maleato) y
siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del RNAm de Pax8 en células FRTL-5. Los
tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada
grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs. T + 2-IHDA
30.
Foxe1 es graduado de manera negativa por el 2-IHDA y solo es mimetizado
por el agonista del PPAR alfa. El silenciamiento de los dos subtipos no altera los
niveles de RNAm y el efecto del iodolípido es revertido solo por el silenciamiento de
PPAR alfa. Es destacable el dato obtenido en el cual ante la adición de siRNA
PPARa + Rosiglitazona maleato se observa un aumento pronunciado y significativo
de los niveles de Foxe1 (Figura 30).
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Figura 30: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones
de 2-IHDA, agonista de PPAR alfa (fenofibrato), agonista de PPAR gamma (rosiglitazona maleato) y
siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del RNAm de Foxe1 en células FRTL-5. Los
tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada
grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs. T + 2-IHDA
30.
Nkx2-1 es modulado de manera positiva por el 2-IHDA y por el agonista de
PPAR gamma. La aplicación de los siRNA no posee efecto sobre los niveles de
RNAm y ambos promueven la inhibición del efecto del iodolípido (Figura 31).
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Figura 31: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones
de 2-IHDA, agonista de PPAR alfa (fenofibrato), agonista de PPAR gamma (rosiglitazona maleato) y
siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del RNAm de Nkx2-1 en células FRTL-5. Los
tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales
independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada
grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs. T + 2-IHDA
30.
Con el objetivo de ahondar en la comprensión de la relación entre la
activación de los PPARs y la modulación de los genes tiroideos de interés, es que se
procedió a determinar la expresión de los niveles de RNAm de Ppara  y Pparg.
También se estudió el nivel de modulación que ejerció la adición de los siRNAs sobre
cada subtipo específico y la relación entre los mismos.
Los resultados obtenidos determinaron que sorpresivamente mientras la TSH
estimula su expresión, el 2-IHDA posee efectos inhibitorios sobre el Ppar alfa al igual
   ***
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ªª     ªª
ººº
Resultados 119
que sobre el PPARg. Se observó que el agonista de PPARa moduló negativamente
ambas isoformas; por el contrario el otro agonista no tuvo efecto alguno (Tabla 29 y
Figura 32). El silenciamiento de los PPARs fue de aproximadamente un 53% para
ambas isoformas con sus respectivos siRNAs. La adición del siRNA para PPARa no
impide la respuesta inhibitoria de Fenofibrato como era de esperar.  Sorpresivamente
la adición del siRNA para PPARg + Rosiglitazona maleato 30 inhiben los niveles del
RNA de PPARa.
En cuanto a los efectos de los siRNAs sobre la acción del 2-IHDA, el único
efecto no esperable fué que la adición del siRNA para PPARg + 2-IHDA 30 revirtió el
efecto inhibitorio de ambos por sí solos (Fig 33).
GenTratamiento Nis Tpo Tg
Control 1 1 1
TSH (T) 21,56 ± 1,1 ººº 11,46 ± 0,6 ººº 4,73 ± 0,4 ººº
T + Fenofibrato 10 12,21 ± 1,1 ***   8,75 ± 0,3 2,00 ± 0,4 **
T + Fenofibrato 30 10,96 ± 0,8 ***   4,64 ± 1,0 *** 1,47 ± 0,4 ***
T + Rosiglitazona 10 18,77 ± 1,3 10,66 ± 1,6 2,39 ± 0,4 *
T + Rosiglitazona 30 13,58 ± 0,4 *** 13,96 ± 1,1 2,11 ± 0,1 **
T + siRNA alfa   7,04 ± 0,6 ***   5,05 ± 0,4 *** 1,51 ± 0,3 ***
T + siRNA alfa + Fenofibrato 30 12,35 ± 1,0 ***   7,19 ± 0,8 ** 1,95 ± 0,3**
T + siRNA alfa + Rosiglitazona 30   2,02 ± 0,4 ***   8,74 ± 0,4 1,97 ± 0,5**
T + siRNA gamma 31,49 ± 1,5 *** 12,17 ± 0,7 4,16 ± 0,4
T + siRNA gamma + Fenofibrato 30 10,70 ± 0,4 ***   4,73 ± 0,3 *** 2,71 ± 0,4
T + siRNA gamma + Rosiglitazona 30 18,17 ± 1,5 10,10 ± 0,5 3,01 ± 0,4
Control 1 1 1
TSH (T) 21,56 ± 1,1 ººº 11,46 ± 0,6 ººº 4,73 ± 0,4 ººº
T + siRNA alfa 7,04 ± 0,6 ***   5,05 ± 0,4 *** 1,51 ± 0,3 ***
T + siRNA gamma 31,49 ± 1,5 *** 12,17 ± 0,7 4,16 ± 0,4
T + 2-IHDA 10 14,27 ± 0,6 ***   9,73 ± 1,5 * 2,77 ± 0,5 *
T + 2-IHDA 30 10,05 ± 3,3 ***   6,03 ± 1,3 *** 2,17 ± 0,7 **
T + siRNA alfa + 2-IHDA 30   6,08 ± 0,3 ***   3,61 ± 3,6 *** 1,48 ± 0,1 ***
T + siRNA gamma + 2-IHDA 30   9,51 ± 1,9 ***   2,58 ± 0,9 *** 3,95 ± 0,4 ªªª
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GenTratamiento Pax8 Foxe1 Nkx2-1
Control 1 1 1
TSH (T) 4,31 ± 0,1ººº 3,30 ± 0,1 ººº 0,59 ± 0,04 ººº
T + Fenofibrato 10 3,21 ± 0,4 1,98 ± 0,1 ** 0,65 ± 0,07
T + Fenofibrato 30 3,01 ± 0,2 1,45 ± 0,4 ** 0,71 ± 0,07
T + Rosiglitazona 10 2,59 ± 0,6 *** 2,55 ± 0,3 0,91 ± 0,03 **
T + Rosiglitazona 30 2,01 ± 0,1 *** 2,48 ± 0,2 1,23 ± 0,04 ***
T + siRNA alfa 2,24 ± 0,5 *** 2,55 ± 0,6 0,58 ± 0,05
T + siRNA alfa + Fenofibrato 30 2,96 ± 0,4 ** 2,87 ± 0,2 0,83 ± 0,04
T + siRNA alfa + Rosiglitazona 30 2,28 ± 0,4 *** 5,32 ± 0,5 *** 0,69 ± 0,03
T + siRNA gamma 5,18 ± 0,4 2,58 ± 0,2 0,57 ± 0,03
T + siRNA gamma + Fenofibrato 30 3,00 ± 0,4 ** 1,65 ± 0,1 *** 0,39 ± 0,01
T + siRNA gamma + Rosiglitazona 30 2,58 ± 0,5 *** 2,29 ± 0,3 0,53 ± 0,13
Control 1 1 1
TSH (T) 4,31 ± 0,1ººº 3,30 ± 0,1 ººº 0,59 ± 0,04 ººº
T + siRNA alfa 2,24 ± 0,5 *** 2,55 ± 0,6 0,58 ± 0,05
T + siRNA gamma 5,18 ± 0,4 * 2,58 ± 0,2 0,57 ± 0,03
T + 2-IHDA 10 3,56 ± 0,3 2,06 ± 0,2 ** 1,01 ± 0,11 ***
T + 2-IHDA 30 1,80 ± 0,2 *** 1,46 ± 0,1 *** 0,84 ± 0,01 **
T + siRNA alfa + 2-IHDA 30 1,81 ± 0,1 *** 3,15 ± 0,2 ªªª 0,63 ± 0,04 ªª
T + siRNA gamma + 2-IHDA 30 2,30 ± 0,3 *** 1,59 ± 0,3 *** 0,58 ± 0,08 ªª
Tabla 28: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones de 2-
IHDA, fenofibrato, rosiglitazona maleato y siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del los niveles
de RNAm de genes tiroideos en células FRTL-5. Los tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada
valor es el resultado de 4-5 ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados
son expresados como la media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y
*p< 0,05 vs. TSH; ªªp< 0,01; ªªªp<0,001 vs. T + 2-IHDA 30.
GENTratamiento
Ppar alfa Ppar gamma
Control 1 1
TSH (T) 3,6   ± 0,15 ººº 2,49 ± 0,13 ººº
T + Fenofibrato 10 2,39 ± 0,58 1,49 ± 0,16 ***
T + Fenofibrato 30 1,57 ± 0,46 *** 1,05 ± 0,17 ***
T + Rosiglitazona 10 2,67 ± 0,16 2,13 ± 0,15
T + Rosiglitazona 30 3,27 ± 0,13 2,17 ± 0,25
T + siRNA alfa 1,7   ±  0,05 *** 2,11 ± 0,13
T + siRNA alfa + Fenofibrato 30 1,89 ± 0,18 *** 1,64 ± 0,16 **
T + siRNA alfa + Rosiglitazona 30 2,57 ± 0,29 2,05 ± 0,17
T + siRNA gamma 2,83 ± 0,08 1,18 ± 0,08 ***
T + siRNA gamma + Fenofibrato 30 1,23 ± 0,27 *** 1,33 ± 0,18 ***
T + siRNA gamma + Rosiglitazona 30 1,91 ± 0,18 *** 1,56 ± 0,04 ***
Control 1 1
TSH (T) 3,6   ± 0,15 ººº 2,49 ± 0,13 ººº
T + 2-IHDA 10 2,85 ± 0,04 1,45 ± 0,13 ***
T + 2-IHDA 30 2,23 ± 0,27 ** 1,31 ± 0,24 ***
T + siRNA alfa 1,7   ± 0,05 *** 2,11 ± 0,13
T + siRNA gamma 2,83 ± 0,08 1,18 ± 0,08 ***
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T + siRNA alfa + 2-IHDA 30 0,82 ± 0,04 *** 1,81 ± 0,13 *
T + siRNA gamma + 2-IHDA 30 1,8   ± 0,22 *** 2,37 ± 0,20ªªª
Tabla 29: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones de
2-IHDA, agonista de PPAR alfa (fenofibrato), agonista de PPAR gamma (rosiglitazona maleato) y
siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del los niveles de RNAm de Ppar alfa  y Ppar gamma
en células FRTL-5. Los tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5
ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la
media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH;


























































































































































Figura 32: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones
de 2-IHDA, agonista de PPAR alfa (fenofibrato), agonista de PPAR gamma (rosiglitazona maleato) y
siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del los niveles de RNAm de Ppar alfa en células
FRTL-5. Los tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ±
ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs.

































































































































































Figura 33: Cuantificación por PCR en tiempo real del efecto ejercido por diferentes concentraciones
de 2-IHDA, agonista de PPAR alfa (fenofibrato), agonista de PPAR gamma (rosiglitazona maleato) y
siRNAs PPARs específicos sobre la modulación del los niveles de RNAm de Ppar gamma  en células
FRTL-5. Los tratamientos fueron aplicados durante 24 h. Cada valor es el resultado de 4-5 ensayos
experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la media ±
ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH; ªªªp<0,001 vs.
T + 2-IHDA 30.
4) Estudio de la captación de 125I por activación e inhibición de los PPARs
A fin de establecer si los cambios observados en los niveles de RNAm por el
efecto del 2-IHDA y su posible mediación a través de los factores nucleares PPAR
alfa y PPAR gamma, tienen efecto a nivel fisiológico en la célula, se procedió a
realizar estudios de captación de 125I. Los datos obtenidos se correlacionan con los











junto a los agonistas de los PPARs promueven una disminución en la captación del
ioduro. En igual sentido la adición de los siRNAs específicos para cada subtipo no
impiden que el iodolípido ejerza su efecto de inhibición, pero sí se observa una
recuperación parcial en la capacidad de captar el halógeno. Al igual que lo
observado por qRT-PCR donde el silenciamiento parcial del PPARg promueve un
aumento significativo de los niveles de RNAm de Nis, aquí se observó un aumento
significativo en la captación de 125I (Tabla 30).
Tratamiento 125I c.p.m./µg proteina
Control     3,18
TSH (T)   18,22 ± 0,36 ººº
T + 2-IHDA 10   10,62 ± 0,23 ***
T + 2-IHDA 30     4,89 ± 0,13 ***
T + Fenofibrato 10   10,46 ± 0,25 ***
T + Fenofibrato 30     6,20 ± 0,26 ***
T + Rosiglitazona 10   15,93 ± 0,41
T + Rosiglitazona 30     8,20 ± 0,31 ***
T + siRNA alfa   13,61 ± 0,51 ***
T + siRNA alfa + 2-IHDA 30   10,84 ± 0,19 *** ªª
T + siRNA gamma   22,04 ± 0,48
T + siRNA gamma + 2-IHDA 30   10,52 ± 0,24 *** ªª
Tabla 30: Efecto del 2-IHDA, agonistas de los PPARs y siRNAs sobre la captación de 125I en células
FRTL-5 a las 24 h de tratamiento. Los resultados fueron normalizados mediante cuantificación
proteica por el método de Lowry. Los resultados son expresados como la media ± ESM de cada
grupo. ºp< 0,001 vs. Control; **p< 0,01; *p< 0,05 vs. TSH; ªªp< 0,01 vs. T + 2-IHDA 30.
E) Estudio de la regulación epigenética de los genes tiroideos a través del
estudio de la acetilación de Histona H3 por Chip- PCR en tiempo real
Ante los resultados expuestos donde se observa que el 2-IHDA posee la
capacidad de modular tanto de manera positiva como negativa la expresión de
genes tiroideos y la firme correlación que existe entre los parámetros fisiológicos de
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la célula tiroidea y la actividad de los factores de transcripción se  trató de determinar
si el KI o el iodolípido ejercen una regulación epigenética. Con el fin de determinar
una modulación en la condensación de la cromatina se analizó mediante ChIP la
acetilación de histonas H3 asociadas a las regiones promotoras de Nis, Tpo y Tg. En
todos los casos se observó que la TSH induce la acetilación de dicha proteína. En
igual sentido pero opuesto a lo esperado la aplicación del 2-IHDA promueve un
aumento significativo en la detección de la proteína acetilada  Por otra parte el KI
solo posee efectos significativos sobre la región promotora de Tg en sentido opuesto
al iodolípido (Tabla 31).
Región promotoratratamiento
Nis Tpo Tg
Control   1   1   1
TSH (T) 11,65 ± 1,03 ººº 10,67 ± 2,08 ºº   7,13 ± 0,75 ºº
T + 2-IHDA 10 28,01 ± 4,05 * 15,14 ± 0,48   4,89 ± 1,44
T + 2-IHDA 30 60,72 ± 7,38 *** 33,04 ± 1,69 *** 83,58 ± 8,27 ***
T + KI 10 16,58 ± 8,30   6,57 ± 1,43   1,56 ± 0,81 *
T + KI 30 21,40 ± 7,60 14,65 ± 1,00   1,43 ± 0,83 *
Tabla 31: Análisis por ChIP y qPCR del efecto ejercido por diferentes dosis de 2- IHDA y KI sobre la
acetilación de histona H3 y su asociación al DNA en la región promotora proximal de Nis, Tpo y Tg en
células FRTL-5. Los tratamientos se realizaron durante 24h. Cada valor es el resultado de 4-5
ensayos experimentales independientes y por cuadruplicado. Los resultados son expresados como la
media ± ESM de cada grupo. ºººp< 0,001 vs. Control; ***p< 0,001; **p< 0,01 y *p< 0,05 vs. TSH.
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Discusión
La ingesta de ioduro en la dieta alimenticia es de real importancia debido
a que es utilizado por la tiroides para sintetizar hormonas tiroideas (T3 y T4
principalmente), además de regular la función y proliferación de la tiroides.
Desempeña un papel central en el efecto “Wolff-Chaikoff” y modula parámetros
como síntesis de proteínas totales, síntesis y proteólisis de Tg, síntesis de Tpo
y Nis, captación de glucosa, animo ácidos, ioduro y uridina, flujo sanguíneo a
través de la glándula tiroides, secreción de HT, generación de H2O2 y
crecimiento glandular (Juvenal et al., 2011).
La mayoría de los efectos inhibitorios del ioduro son abolidos por las
tionamidas las cuales actúan como un agente bloqueante de la organificación
del iodo. Por lo tanto fue postulada la intermediación de un compuesto orgánico
iodado en su mecanismo de acción (Van Sande et al., 1975). A pesar de que la
naturaleza de este compuesto aun no ha sido identificada, se propusieron a los
iodolípidos como posibles mediadores. Pereira et al (1990) aislaron e
identificaron al 2-iodohexadecanal (2-IHDA) como el lípido de mayor síntesis en
cortes de tiroides de caballo; luego estos resultados fueron confirmados en
perro y rata (Panneels et al., 1996; Pereira et al., 1990). Se ha postulado que la
biosíntesis de este iodolípido  podría tener lugar a partir de la adición de ioduro
al grupo vinil éter de los plasmalógenos presentes en la membrana baso
lateral.
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Se ha postulado al 2-IHDA como el mediador del efecto Wolff-Chaikoff
(Panneels et al., 1994a). Además se observó una inhibición de la adenilato
ciclasa por acción del iodolípido (Panneels et al., 1994b). Resultados previos in
vivo obtenidos en el laboratorio han demostrado que el 2-IHDA posee
capacidad antibociogena, disminuyendo los niveles intracelulares de AMPc y
reduciendo el número de células así como también el alto del epitelio glandular
(Thomasz et al., 2010a). Asimismo  ha sido demostrado que tiene efectos
antiprolifetarivos sobre células FRTL-5  a través de la inducción del arresto del
ciclo celular e inducción de la apoptosis (Thomasz et al, 2015).
El presente trabajo de tesis tuvo por objetivo determinar si el 2-IHDA
modula funciones de la célula tiroidea, particularmente sobre la maquinaria de
síntesis de hormonas tiroideas. Por tanto se estudió el efecto que posee sobre
NIS y la captación de ioduro, Ca2+ y generación de H2O2 y la expresión de
genes específicos de tiroides y sus proteínas así como también la participación
de receptores nucleares de la familia de los PPARs.
Los datos observados a partir de los resultados obtenidos indican que
tanto el KI como el 2-IHDA promueven la inhibición de la captación de ioduro.
En este punto es destacable mencionar que el efecto del iodolípido es más
potente que el de KI a igual dosis aplicada descartando que el efecto del
iodolípido se deba al iodo liberado por una posible deshalogenación. Dicho
resultado podría estar dado en parte por un incremento de eflujo del iodo,
debido a que este efecto fue observado en tiempos cortos. Recientemente,
Calil-Silveira et al., (2016) han publicado que el eflujo de iodo es incrementado
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cuando células PPCl3, similares a FRTL-5 son expuestas a dosis de 1mM de
KI. La proteína Pendrina podría tener parte en este efecto ya que se observó
un aumento de la proteína, además de su inserción en membrana. En igual
sentido hemos observado un aumento de los niveles de RNAm de Pds (qRT-
PCR) y aumento de la actividad promotora. No obstante, el efecto observado
sobre el eflujo del ioduro por parte del 2-IHDA no permite explicar la
pronunciada inhibición que sufre la captación del halógeno, lo cual indica un
efecto sobre la proteína de NIS como fue previamente sugerido por Grollman et
al. (1986). Aún hoy el mecanismo de acción del iodo sobre NIS no esta
totalmente dilucidado. Evidencias contrapuestas han sido publicadas acerca del
efecto del ioduro sobre los niveles de RNAm de Nis. Huang et al. (2011)
observaron estimulación, otros no encontraron efectos (Eng et al., 2001; Leoni
et al., 2011; Arriagada et al., 2015) y la mayoría de los autores determinaron un
efecto inhibitorio (Uyttersprot et al., 1997; Eng et al., 1999; Spitzweg et al.,
1999; Maier et al., 2007; Leoni et al., 2008; Fiore et al., 2009; Thomasz et al.,
2010b; Serrano-Nascimento et al., 2012, 2016). La discrepancia en los
resultados podría deberse a los diferentes modelos utilizados, a las dosis de
iodo aplicadas o a la diferencia en la regulación del gen Nis en especies
diferentes.
Un estudio realizado por Scipioni et al. (2007) en Italia demostró que Nis
esta regulado por la ingesta de iodo, ya que los niveles de TSH en suero no
varían entre pacientes con una dieta suficiente y otros con dieta deficiente en
iodo, indicando una acción directa del halógeno. Nosotros observamos que Nis
es modulado negativamente a nivel del RNAm por 2-IHDA y en menor medida
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por KI. Esta disminución posee su origen a nivel transcripcional debido a que
se determinó una disminución de la actividad del promotor de Nis y un
decaimiento de la interacción de los factores de trascripción con el DNA,
principalmente Pax8.
Nuestros resultados se encuentran en concordancia con el efecto
observado para altas dosis de ioduro y la supresión de la expresión del gen Nis
causada por la disminución de la interacción de los factores de transcripción
con la región promotora de Nis (Suzuki et al, 2010; Serrano-Nascimento et al.,
2016). in embargo estos resultados se contradicen con autores que no han
observado efectos en la interacción entre Pax8 y la región promotora de Nis
(Leoni et al., 2011). Debe remarcarse que nuestros efectos han sido
principalmente obtenidos con el 2-IHDA y que la discrepancia de resultados se
puede deber a lo explicado con antelación, debido a que se utilizaron diferentes
metodologías, pero también porque las FRTL-5 y las PCCL3 no son tan
eficientes como los sistemas de estudio in vivo en lo que respecta a la
organificación del ioduro, por lo tanto se pueden llegar a perder los efectos del
halógeno.
Ante los resultados obtenidos en realción a la disminución de la
captación de iodo y consecuente bloqueo de la acción de la TSH, una pregunta
que nos surgió es si el efecto inhibitorio del 2-IHDA sobre el transporte de
membrana es puntual sobre Nis o generalizado. Ha sido demostrado que el
ioduro no solo inhibe su propio transporte a través de la membrana plasmática
sino que también lo hace con otros metabolitos (Filetti et al., 1986). Además,
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resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que otros tres
compuestos: el ácido libre (ácido 14-iodo-15-hydroxy-6-eicosatrienoico), la
omega lactona (IL-ω) (Krawiec et al. 1991) y IL- δ (Thomasz et al., 2010b)
mimetizan la acción del ioduro sobre la captación de 2-desoxi-D-glucosa. Por lo
tanto nos propusimos estudiar la acción del 2-IHDA sobre la captación de 3H-
DOG. Los resultados demostraron que el 2-IHDA influye sobre la captación de
este compuesto y nos permite determinar que posee efectos adicionales sobre
la permeabilidad de la membrana.
La síntesis de hormonas tiroideas tiene lugar cuando el ioduro es
oxidado y se une a la Tg, este proceso es catalizado por la TPO utilizando H2O2
como sustrato. Las Dual oxidasas (DUOX1 y DUOX2) que pertenecen a la
familia de las NADPH oxidasas son las responsables de la generación del
peroxido de hidrógeno. La TSH activa este proceso a través de la activación
intracelular de la vía del Ca 2+.  Un exceso de ioduro inhibe su propia oxidación
y unión a las proteínas, así como también promueve la inhibición en la
producción de H2O2 por parte de las proteínas DUOXs (Corvilain et al., 1994;
Morand et al., 2003). Se ha observado que la actividad oxidasa de las NADPH
es muy baja en tiroides de pacientes que padecen bocio difuso y que han sido
tratados con iodo antes de la cirugía (Cardoso et al 2001). En cortes de tiroides
porcinas el 2-IHDA posee la capacidad de inhibir a DUOX1 y DUOX2 (Ohayon
et al., 1994), y en cultivos de células de tiroides de perro el 2-IHDA decrece la
producción de  H2O2 (Panneels et al., 1994a). Nosotros hemos observado un
efecto dual sobre Duox2 por parte del 2-IHDA en concordancia con los
resultados de Corvilain et al., (2000), donde a bajas concentraciones se
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produce un estímulo en los niveles de Ca 2+ intracelular y producción de H2O2 y
a altas dosis se promueve una fuerte inhibición, demostrando de esta manera
que el 2-IHDA es el mediador del efecto Wolff- Chaikoff. Estos efectos son
mediados por la DUOX2 ya que solo se observó una inhibición de la DUOX1.
Debe remarcarse que DUOX2 posee el rol principal en la iodinación de Tg
como ha sido demostrado en pacientes que sufren de organificación parcial del
yodo, debido a mutaciones bialelicas en el gen de Duox2 (Moreno et al., 2002;
Varela et al., 2006).
Otro gen altamente regulado por el 2-IHDA es Tpo; se ha observado que
su expresión esta altamente modulada  por el ioduro a concentraciones altas y
fisiológicas tanto in vitro (Morand et al., 2003; Leoni et al., 2008; Serrano-
Nascimento et al., 2016) como in vivo (Uyttersprot et al., 1997; Eng et al., 1999;
Maier et al., 2007).
Respecto a Tg, otro gen regulado hacia abajo por el 2-IHDA, cuando es
expuesto a altas dosis de iodo su expresión se encuentra disminuida en células
PCCL3 (Leoni et al., 2008; Serrano-Nascimento et al., 2016) y tambien en
folículos bovinos (Thomasz et al., 2010); por el contrario otros autores no
encontraron efectos (Pregliasco et al., 1996; Uyttersprot et al., 1997; Suzuki et
al., 1998; Eng et al., 1999; Kostic et al., 2009).
Como la expresión transcripcional de estos genes está regulada por
varios factores de transcripción tiroideos, incluyendo Pax8, Nkx2-1 y Foxe1; los
cuales son críticos para la función de la tiroides (Fernandez et al., 2015), se
analizó el efecto del iodolípido en la expresión de estos factores de
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transcripción. El 2-IHDA promovió una disminución de la expresión de Pax8 y
Foxe1. Por el contrario la expresión de Nkx2-1 fue estimulada por el iodolípido
e inhibida por la TSH. Está bien documentado el efecto estimulatorio de la TSH
sobre la expresión de Tg, Tpo, Nis y Duox2, pero el rol en la regulación de la
expresión de los factores de transcripción tiroideos específicos permanece aun
en estudio. Mientras la expresión de Pax8 y Foxe1 es estimulada por la vía
TSH/AMPc (Van Renterghem et al., 1996; Ortiz et al., 1997), la modulación de
Nkx2-1 parecería ser diferente. En células FRTL-5 la expresión está modulada
negativamente por la adición de TSH como así también por forskolina (Shimura
et al., 1994). Por el contrario Van Renterghem et al., (1995) no encontraron
efectos en cultivos primarios de tirocitos caninos. Es más, en una línea
obtenida de células FRTL-5 que expresa de manera constitutiva diferentes
niveles de Ras; Pax8 y Foxe1 fueron inhibidos significativamente mientras que
Nkx2-1 fue afectado en menor medida (De Vita et al., 2005). Esto podría
explicar las diferentes maneras de acción del 2-IHDA sobre la regulación de los
factores de transcripción. En lo que respecta a la interacción de los factores de
transcripción con las regiones promotoras de los genes estudiados, el 2-IHDA
promueve una reducción de la unión del Pax8 al DNA, resultado congruente
con los obtenidos por Serrano-Nascimento et al., (2016), donde demuestra una
disminución de la interacción de este y el DNA  sobre la región pontenciadora
de Nis cuando aplica ioduro como tratamiento; sin embargo, Leoni et al., (2011)
no observaron ningún efecto. Debe ser considerado que Pax-8 no solo es uno
de los factores principales de la expresión de Nis (Onho et al., 1999) sino que
tambien lo es de los otros genes aquí estudiados (D´Andrea et al., 2006;
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Fernández et al., 2015). Contrariamente el 2-IHDA causa una estimulación de
la unión de Nkx2-1 y Foxe1 al DNA de las regiones estudiadas. El aumento en
la interacción de Nkx2-1 se encuentra en línea con lo observado para la
estimulación de la expresión de dicho gen y sorprendentemente en
contraposición Foxe1 fue estimulado en su unión al DNA pero inhibido en su
expresión. Fue demostrado que a pesar de que Foxe1 es estimulado por TSH,
su expresión se correlaciona de manera inversa con la diferenciación de
células foliculares tiroideas y además interfiere con la activación de Nkx2-1 y
Pax-8 sobre los promotores de Tg, Tpo y Duox-2, pero no en el promotor de
Nis, en concordancia con lo observado para 2-IHDA (Zannini et al., 1997;
Perrone et al., 2000; Fernández et al., 2015). Otra explicación es que la
interacción del factor Foxe1 con el DNA es necesario para promover la
interacción de otro factor represor inducido por el 2-IHDA.
Para descartar la posibilidad de que los resultados obtenidos por el 2-
IHDA se hubiesen debido a la deshalogenación del iodolípido y consecuente
liberación de ioduro, se intentó utilizar MMI y PTU como agentes para el
bloqueo de la tiroperoxidasa y oxidación del iodo respectivamente.
Desafortunadamente no hemos podido utilizar estas drogas ya que a priori
poseen efectos sobre los niveles de expresión de algunos de los genes
estudiados (datos no mostrados). Ha sido demostrado que el MMI puede actuar
en el control de la función tiroidea por inhibición de la generación de AMPc
(Korytkowski & Cooper, 1992). A demás, PTU induce un aumento en la
expresión de Nis y la captación de ioduro (Sue et al., 2012), aumento de la
expresión de Tpo y Tg en células (Leer et al., 1991a Leer et al., 1991 b). Por
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otra parte, tal lo comentado, se observó que el 2-IHDA posee un efecto más
pronunciado que el ioduro a iguales dosis. Más aun, se observa que en los
períodos ensayados el iodolípido es estable según los análisis de infrarrojo y
HPLC así como por espectrometría de masa. Por consiguiente, se concluye
que los resultados obtenidos son consecuencia del efecto directo del iodolípido.
Dado que los ácidos grasos pueden unirse a receptores del tipo de los
PPARs y que la iodolactona podría ejercer un efecto antineoplásico en el
cáncer de mama a través de los PPARs (Nuñez Anita et al., 2009), nos
propusimos estudiar el rol de estos receptores como mediadores de la acción
del 2-IHDA. Poco se sabe sobre el rol de los PPARs en la función tiroidea
normal. Poncin et al., (2008) demostraron la presencia de PPAR gamma en
tiroides de rata, pero su presencia no estaba involucrada en la respuesta anti
inflamatoria del 15dPGJ2 un ligando endógeno del PPAR gamma. Por otra
parte Werion et al., (2016) observaron que la pioglitazona, un activador de
PPAR gamma estimula la síntesis de caveolina, proteína indispensable para la
síntesis de hormonas tiroideas. Asimismo estimula la síntesis de TPO y las
DUOX.
Uno de los eventos moleculares asociados al cáncer folicular de tiroides
es un rearreglo cromosomal que da como resultado una fusión entre los genes
Pax8 y PPAR gamma. Kroll et al., (2000) demostraron que en un subset de
muestras de carcinoma folicular de tiroides existe una translocación de un
segmento del cromosoma 2 (q13) al cromosoma tres (p25). El resultado es la
fusión de la región promotora y hasta los exones 6/7 del factor de transcripción
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Pax8 al exón 1 de PPAR gamma1. Esto genera un rearreglo cromosómico
donde la proteína Pax8/PPARg esta gobernada por la actividad transcripcional
de la región promotora de Pax8 y funcionalmente se comporta como un
dominante negativo de PPAR gamma que no posee respuesta a la acción de
las tiazolidinedionas. Es por ello que la mayoría de los trabajos sobre PPAR
están hechos en muestras o líneas celulares tumorales.
Au et al. (2006) determinaron que los rearreglos Pax8-PPAR gamma
promueven un estímulo de la transcripción de los genes Nis y Tpo, mientras
que en Tg la disminuye. Dicha fusión actuaría como un inhibidor dominante de
la acción de PPAR gamma debido a que además promueve la proliferación
celular de FRTL-5, Hela, Nthy-ori3-1 y tirocitos humanos primarios (Au et al
2006; Powell et al., 2004; Espadinha et al., 2007; Lui et al., 2008 y Eberhardt
2010). En igual sentido, Gentilcore et al., (2013) al tratar células FRTL-5 con el
antagonista de PPAR gamma, Bisfenol A, determinó que se promueve un
aumento de Nis a nivel transcripcional y que dicho aumento es dosis
dependiente.
Tal lo comentado, Au et al. (2006) han comunicado que la sobre
expresión del constructo de fusión Pax8/PPARg generó incrementos
significativas en los niveles de actividad del promotor Nis y Tpo, aun en
presencia de la sobre expresión de Pax8 y Nkx2-1. Por el contrario cuando
analizaron los niveles de actividad del promotor de Tg, observaron una
disminución significativa en todas las condiciones ensayadas.
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Hemos podido demostrar que la TSH inhibe la actividad tanto de PPAR
alfa como gamma. Por el contrario el 2-IHDA aumenta la actividad de los
PPARs siendo el efecto sobre el subtipo alfa mayor. Como era de esperar el
fenofibrato activa a la construcción quimérica reportera de la actividad alfa
mientras que la rosiglitazona lo hace sobre la gamma. Sin embargo el
fenofibrato tiene acción sobre la gamma aunque con mucha menor actividad
que la rosiglitazona. Así mismo se ha determinado que existen sitios de unión
conservados en los genes de Nis, Tg, Tpo y en los factores de transcripción
Pax8, Nkx2-1 y Foxe1 para estos receptores nucleares.
Sin embargo al analizar la expresión de los PPARs, sorpresivamente
observamos un efecto inverso. La TSH estimula la expresión de ambas
isoformas mientras que el idolípido las inhibe. No tenemos una explicación al
respecto. El fenofibrato, agonista del PPAR alfa, inhibe ambas isoformas
mientras que la rosiglitazona, agonista del PPAR gamma, no tiene efecto
alguno. El agregado de los RNAs de interferencia disminuye, como era de
esperar, la expresión de los respectivos PPARs; sin embargo no logra una
inhibición completa.
Cuando analizamos el efecto de los PPARs y la interacción con el
iodolípido sobre los diferentes genes tiroideo-específicos hemos observado que
varían según el gen estudiado.
El fenofibrato y la rosiglitazona, inhiben la expresión de Nis. La adición
de los siRNAs tiene un efecto dispar. Mientras que la inhibición de PPAR alfa
por parte del correspondiente siRNA no promueve un aumento del RNAm de
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Nis sino una pronunciada inhibición al igual que la captación de ioduro, la
adición del siRNA para PPAR gamma no provoca inhibición ni en la
transcripción ni en la captación. Es de notar que la adición del siRNA alfa
potencia la acción de la rosiglitazona, agonista gamma. Esto se podría explicar
de la siguiente manera: el gen Nis está fuertemente regulado por Pax8; en el
promotor de Pax8, tal lo comentado, hay sitios para PPAR alfa y gamma ambos
superponiéndose (Figura 34A). Sin embargo, la activación de la isoforma alfa
no produce efecto alguno mientras que sí lo hace la isoforma gamma. La
inhibición de PPAR alfa permite la acción de la otra isoforma con el
consiguiente efecto inhibitorio (Figura 34B). Es de hacer notar que hubiese sido
interesante poder disponer de resultados obtenidos con el agregado de los dos
siRNAs a la vez pero el efecto fue sumamente nocivo para las células.
A
B
Figura 34: representación esquemática del sitio protegido V de la secuencia Cns87 de
Pax8 donde los sitios para PPARa y PPARg se superponen. La acción por parte del PPARg en
este sitio es de inhibición.
- 84,4                                     + 1
- 84,4                                     + 1
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En lo que respecta a la acción del 2-IHDA, los resultados obtenidos con
el análisis por ChIP mostraron que el 2-IHDA provoca un aumento en la
interacción tanto de PPAR alfa y gamma sobre los sitios presentes en la región
promotora de Nis. La acción del siRNA para PPAR gamma no logró rescatar a
Nis de la acción del 2-IHDA pero en cambio se observó un rescate parcial
aunque significativo sobre la captación de iodo. Tal lo mencionado, la
regulación en la captación de iodo puede deberse no sólo a través de la
regulación de la transcripción de Nis sino también a efectos post
traduccionales.
En relación a PPAR alfa hemos observado similares niveles en el
bloqueo de acción del iodolípido con o sin siRNA. Podemos concluir por lo
tanto que si bien las dos isoformas regulan negativamente a Nis, el mayor
efecto es a través de PPAR gamma. 2-IHDA no actuaría a través de esta
isoforma, aunque el hecho de que la acción de los siRNAs deja un nivel
residual de alrededor del 50% no nos permite sacar conclusiones firmes.
Respecto al PPAR alfa como intermediario de la acción de la acción del
iodolípido no podemos sacar conclusiones al observar efectos directos del
siRNA para esta isoforma.
En lo que respecta al gen de Tpo, existe una contraposición. Mientras el
agonista de la variante alfa provoca una disminución significativa en su
transcripción a dosis más altas, la rosiglitazona promueve una tendencia al
aumento aunque no significativa, también a las dosis más altas. Cabe destacar
que en la región promotora de Tpo no hay sitios para PPAR alfa por lo menos
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en hasta – 2000pb. La activación del PPAR gamma por parte de rosiglitazona
en presencia del siRNA para PPAR alfa, promueve una recuperación de los
niveles de RNAm; estos resultados y los anteriores indicarían que la acción del
PPAR gamma sobre la región promotora de Tpo es estimulatoria. En igual
sentido, Gentilcore et al. (2013) en sus ensayos con bisfenol A determinan que
la utilización de este antagonista de PPAR gamma promueve una inhibición de
Tpo mientras que Werion et al. (2016) observaron que la pioglitazona, agonista,
estimula la síntesis de TPO tal como fuera comentado.
Es destacable observar que el silenciamiento de PPAR alfa promueve
una significativa disminución de los niveles de RNAm de Tpo. Nuevamente,  al
ser Pax8 un factor de transcripción importante para Tpo, al igual que Nis la
inhibición de PPARa permitiría la acción de la otra isoforma. El análisis por
Chip mostró que el 2-IHDA provoca un aumento en la interacción del PPAR
gamma sobre los dos sitios presentes en la región promotora de Tpo. Esto se
contradice con la ausencia de acción  del PPAR gamma. Podríamos concluir
por lo tanto que el iodolípido no actúa en la inhibición de la expresión de Tpo a
través de PPAR gamma. En cuanto a la participación de PPAR alfa no
podemos sacar ninguna conclusión al tener el siRNA para dicha isoforma un
efecto per se.
Respecto a Tg y en total concordancia con lo demostrado con Au et al.
(2006) para PPAR gamma, ambos agonistas ejercen un efecto inhibitorio.
Asimismo Gentilcore et al. (2013) a través de la utilización del antagonista de
PPAR gamma, bisfenol A, observó un aumento de la expresión de Tg y
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actividad del promotor proximal. Cabe destacar que al igual que en el caso
anterior, no hay sitios para PPAR alfa en la región promotora de Tg analizada.
Nuevamente se repite lo observado para Nis y Tpo. Podríamos concluir que el
2-IHDA inhibiría la transcripción de Tg a través de PPAR gamma, puesto que
dicha inhibición es revertida por el silenciamiento de este subtipo.
En lo que respecta a los factores de transcripción, tal lo comentado el
Pax 8 está regulado principalmente por la isoforma gamma. Nitsch et al. (2010)
demostró que dentro del enhancer existen cinco sitios activos en los que se
podrían unir factores de transcripción (protegidos para la acción de DNAsa),
donde a dos de ellos se une Nkx2-1. Nosotros hemos determinado a través de
la aplicación PROMO 3.0, que sobre el sitio que ellos denominaron número
cinco (FT-V) existe una secuencia de unión para PPAR alfa superpuesta con
PPAR gamma y a través de ChIP observamos que  PPAR gamma se asocia
principalmente al DNA. En relación a estos resultados, Gentilcore et al. (2013)
cuando analizaron la acción del Bisfenol A, observaron que se promueve un
aumento de la trascripción de Pax8. La activación de PPAR alfa, por parte de
su agonista no posee acción por si solo sobre Pax8 al no observarse ningún
efecto transcripcional. Estos resultados en igual sentido que Au et al. (2006),
Espadinha et al. (2007) y Eberhardt et al. (2010)  y Gentilcore et al. (2013)
demuestran la importancia que posee la modulación de PPAR gamma sobre
Pax8, aunque estos efectos fueron demostrados con el rearreglo Pax8/PPARg.
La acción del 2-IHDA es de un aumento de unión al DNA tanto de PPAR
gamma como de Nkx2-1 y esto se encuentra relacionado de manera directa
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con la inhibición del Pax 8. Al igual que Nis, cuando se silencia Ppar gamma se
promueve un aumento de la expresión de Pax8 y se bloquea de manera parcial
la acción del 2-IHDA.
Los datos obtenidos demuestran que de los cuatro sitios identificados
para Foxe1, al menos los de unión para PPAR alfa son los responsables de la
inhibición que sufre este a nivel del promotor y de la transcripción. El
silenciamiento de Ppar alfa junto a la adición del agonista de PPAR gamma
promovió un aumento de la expresión de Foxe1; esto se encuentra en línea con
lo observado para Tpo donde supone que el sitio de unión para PPAR gamma
actuaría modulando de manera positiva. En contraposición, Gentilcore et al.
(2013) ha publicado que el Bisfenol A promueve un aumento de los niveles de
RNAm de Foxe1. En lo que respecta al 2-IHDA, el silenciamiento parcial del
Ppar alfa inhibe la acción del iodolípido mas no así el siRNA para Ppar gamma.
Respecto a Nkx2-1 los resultados obtenidos permiten observar que el
aumento promovido por el 2-IHDA a nivel transcripcional también es
mimetizado por el agonista de PPAR gamma. Si bien hemos identificado dos
sitios de unión de PPAR alfa en la región promotora de Nkx2-1, la acción de
dicho factor de trascripción queda inconclusa. Como contra partida, la
activación de PPAR gamma por su agonista y el silenciamiento desarrollado a
través del siRNA permite determinar la acción de estímulo que éste posee
sobre los niveles transcripcionales de Nkx2-1, sin embargo Gentilcore et al
(2013) reportan un aumento de la expresión de Nkx2-1 cuando se utiliza
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Bisfenol A. El silenciamiento tanto del subtipo alfa como gamma promueve el
bloqueo de acción del idolípido.
En estudios desarrollados en pacientes con diferentes tipos de cáncer de
tiroides donde los mecanismos de autorregulación se encuentran
descompensados, se ha observado que la utilización de agonistas para PPAR
gamma promueve una disminución en los niveles de proliferación celular
(Frohlich et al., 2005; Park et al 2005; Bonofiglio et al., 2008). Además de estos
ensayos se ha observado que aquellos pacientes que poseían alto nivel de
expresión de PPAR gamma al ser tratados con su agonista promovían una
diferenciación celular al incrementarse los niveles de RNAm de Nis y aumento
de la captación de Ioduro (Philips et al., 2004; Park et al., 2005, Tepmonkol et
al., 2008). En igual sentido, en FRTL-5 al desarrollar un sistema
descompensado a partir del silenciamiento de PPAR alfa observamos un
aumento de la expresión de genes tiroideos como Tpo y Foxe1 cuando se
adicionó el agonista de PPAR gamma.
Por lo mencionado anteriormente es difícil obtener una conclusión firme
sobre los efectos de los PPARs como intermediarios en la acción del 2-IHDA.
El hecho de no poder llevar a cabo un silenciamiento total y observar efectos
inesperados conducen a continuar profundizando estos estudios.
Como fuera mencionado en secciones anteriores acerca de la naturaleza
del candidato propuesto como el elemento XI, ha sido éste el objetivo principal
en lo extenso de este trabajo. Además de los iodolípidos, varios compuestos
fueron postulados como mediadores, tales como la Tg y la T3. Con respecto la
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a Tg se ha demostrado que inhibe la expresión de genes tiroides específicos,
inclusive los factores de transcripción, pero al contrario del ioduro, la Tg
promueve la proliferación celular y este efecto también se observa en células
no tiroideas (Sellitti and Suzuki, 2014). Respecto de T3, existe poca evidencia
donde se sugiere que la hormona tiroidea podría tener efecto directo sobre la
proliferación celular (Juvenal et al., 1981; Pisarev, 1985; Akiguchi et al., 1992);
TRβ puede ser considerado como supresor de tumores y con capacidad de
modular la síntesis de HTs y proliferación celular  (Akiguchi et al., 1992, Di
Fulvio et al., 2000; Lu et al., 2012; Perri et al., 2014).
Dos iodolípidos, la IL-δ y el 2-IHDA fueron sugeridos como los
operadores del mecanismo de autorregulación en la tiroides. La IL-δ no
reproduce todos los efectos generados por el exceso de iodo. Este iodolípido
ha inhibido el efecto estimulatorio del EGF en la proliferación de células de
tiroides porcinas pero no reproduce los efectos acumulación de AMPc por
acción del KI (Dugrillon et al., 1990). En folículos porcinos (Gartner et al., 1997)
y en estudios in vivo en ratas (Thomasz et al., 2010) la IL-δ no regula la síntesis
de TGF- β1 al contrario de la modulación positiva promovida por el exceso de
ioduro (Yuasa et al. 1992, Cowin et al. 1992; Thomasz et al., 2010c). En
folículos de tiroides bovinas no se observó ningún efecto sobre la expresión de
genes cuando se lo midió por PCR semicuantitativa (Thomasz et al., 2010b)
pero cuando se repetieron los ensayos cuantificando el RNAm por PCR en
tiempo real se pudo observar una disminución de 3-10 cambios de magnitud
(resultados no mostrados).
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Los resultados presentados en este trabajo promueven y permiten
identificar el rol del 2-IHDA como intermediario del iodo en los mecanismos de
autorregulación de la glándula tiroidea y sin lugar a dudas en el efecto Wolff-
Chaikoff. Sin embargo no se puede excluir la participación de la Tg, T3 o de la
IL-δ como parte de la identidad del elemento XI, y aún ante todo lo expuesto no




El presente trabajo de tesis doctoral permite señalar las siguientes
conclusiones acerca del estudio del rol del 2-IHDA en el mecanismo de
autorregulación de la glándula tiroidea:
Conclusiones específicas:
 El 2-IHDA disminuye la viabilidad celular.
 El 2-IHDA promueve una disminución de captación de ioduro y  2-
desoxi-glucosa.
 El iodolípido genera un mayor eflujo de ioduro desde el citosol al medio
exterior.
 El efecto del 2-IHDA sobre la producción de H2O2 extracelular es dual, a
bajas concentraciones lo incrementa y a altas lo inhibe.
 El iodolípido genera también un efecto dual en los niveles de calcio libre
dentro del citosol y se relacionan de manera positiva y directa con los
niveles de H2O2 extracelular.
 El 2-IHDA promueve una disminución en los niveles proteicos de NIS,
TPO, Tg, PAX8, FOXE1; un aumento en NKX2-1 y un efecto dual sobre
DUOX2.
 El compuesto halogenado estudiado genera una disminución de los
niveles de ARNm de Nis, Tpo, Tg, Duox1, Pax8, Foxe1, Ppar alfa y Ppar
gamma; un aumento de Pds y Nkx2-1 y un efecto dual sobre Duox2.
Estos efectos están asociados a una menor o mayor actividad de sus
respectivas regiones promotoras.
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 El iodolípido disminuye los niveles de asociación entre el factor de
transcripción PAX8 y el ADN de Nis, Tpo y Tg.
 El 2-IHDA aumenta la asociación del factor de transcripción NKX2-1 al
ADN de las regiones promotoras de Nis, Tpo y Tg.
 El 2-IHDA genera un aumento de la asociación del factor de
transcripción FOXE1 al ADN de las regiones promotoras de Nis, Tpo y
Tg y un efecto dual sobre Thox2.
 El 2-IHDA ejerce un aumento de la actividad de PPAR alfa y PPAR
gamma. Esto se correlaciona de manera positiva con la interacción que
estos poseen sobre los sitios conservados definidos dentro de las
regiones promotoras de Nis, Tpo, Tg, Pax-8, Nkx2-1 y Foxe1.
 El silenciamiento parcial de PPAR gamma revierte los efectos ejercidos
por el 2-IHDA sobre el gen de Tg.
 El aumento de actividad de PPAR gamma modula de manera positiva a
Foxe1 y actuaría junto a otro/s factor/res (reprimidos por PPAR alfa) en
el aumento de expresión de Nkx2-1.
 PPAR gamma modula de manera negativa y directa a Pax8.
 El aumento de actividad de PPAR alfa modula de manera negativa a
Foxe1 y Nis.
Conclusión general:
El 2-IHDA desempeña un rol principal en el efecto Wolff-Chaikoff y en la
identidad del elemento XI, modulando a través de los niveles de mensajeros
secundarios (AMPc y Ca2+) y de la actividad de receptores nucleares (PPARs)
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